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(57) Abstract 

The invention concerns an intensive homologous promoter obtained from hamsters in particular the promoter of ttie ge « : which 
codes to ubiqui«in-S27a fusion protein. The promoter can be used in processes for prepanng heterologous gene products .n culture cells, 
in particular in Chinese hamster ovary cells. 



(57) Zusamroenfossung 

Kulturzellen verwendet werden, insbesondeie in CHO-Zellen. 
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WO 97/15664 

Starker homologer Promoter aus Hamster 

Die Erfindung betriffi einen starken homologen Promotor aus Hamster, Nukleinsau- 
ren, die Promotor- und/oder regulatorische Sequenzen des Ubiquitin-S27a-Gens enthalten. 
sowie Verfahren zur Herstellung heterologer Genprodukte unter Verwendung solcher Nu- 
kleinsauren. 

Bei der wirtschaftlich bedeutenden Herstellung von Proteinen durch Expression re- 
kombinanter Gene in eukaryontischen Wirtszellen, beispielsweise CHO-Zellen, werden b.s- 

, her heterologe Expressionssysteme verwendet, d.h. daB zum Beispiel die Promotor/En- 
hancer- sowie Terminationselemente viralen Ursprungs sind. Die Verwendung von ruchtv.- 
ralen Promotoren an Stelle von viralen Sequenzen in Expressionssystemen ware .m HinbUck 
auf die Einstellung der Offentlichkeit bezuglich Gen- und Biotechnologie von Vorten und 
wurde auflerdem zur Biosicherheit der Vektorsysteme, die fur die Expression von Genen ,n 

5 tierischen Zellkulturen verwendet werden, beitragen. 

Beim Ubiquitin handelt es sich urn ein hoch konserviertes Polypeptid von 76 Amino- 
sauren das in alien eukaryontischen Zellen in groBer Zahl zu finden ist und durch erne d.- 
verse Genfamilie kodiert wird (Reviews: Jentsch et al., 1991; Schlesinger & Bond, 1987). 
, 0 Ubiquitin spielt durch die Modifizierung von Targetproteinen eine bedeutende Rolle m emer 
Vielzahl von biologischen Prozessen, wie z.B. der ATP-abhangigen Proteindegradation uber 
den Ubiquitin-Proteosomen-Weg (Ciechanover, 1994). Auf Grund ihrer Struktur kann man 
die Ubiquitingene in zwei Gruppen einteilen. In der ersten Gruppe sind die Polyubiqu.tm- 
gene zusammengefaBt, in denen 228 bp groBe Ubiquitin-Kodiereinheiten (= 76 Ammosau- 
» ren) in Kopf-zu-Schwanzanordnung aneinandergereiht sind (Jentsch et al., 1991; Schlesin- 
ger & Bond 1987). Die Anzahl der Einheiten variiert von Spezies zu Spezies, wobei man in 
den meisten Organismen zwei Polyubiquitingene unterschiedUcher Lange findet (Fornace et 
al 1989 Wiborg et al., 1985). Die Promotorregionen dieser Gene enthalten erne TATA- 
Box und Promotor/Enhancer-Elemente fur einen Hitzeschockinduktor (Schlesinger & 
30 Bond, 1987). 

Die Ubiquitinfusionsgene werden der zweiten Gruppe zugeordnet. Es handelt sich 
dabei urn Fusionen zwischen einer Ubiquitineinheit und einem ribosomalen Protein (Jentsch 
et al 1991 Schlesinger & Bond, 1987). Die beiden bekannten Ubiquitinfusionsgene kon- 
„ nen auf Gn.nd der Unterschiede in der Lange und Sequenz des ribosomalen Proteins .dent,- 
fiziert werden. In dem einen Fall handelt es sich urn ein ribosomales Prolan der groBen Ri- 
bosomenuntereinheit mit einer Lange von 52 Aminosauren (Baker et al., 1991) und m dem 
anderen Fall urn ein ribosomales Protein der kleinen Ribosomenuntereinheit (.n Saugern als 
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Protein S27a bezeichnet) mit einer speziesabhangigen Lange von 76 bis 81 Anunosauren 
(Redman & Rechsteiner, 1989). Der Ubiquitinanteil in diesen Fusionsproteinen unterstutzt 
dabei anscheinend die effiziente Integration der ribosomalen Proteine in das Pubosom 
(Finley et al., 1989). 

Die individuellen Ubiquitingene werden in den verschiedensten Geweben eines Orga- 
nismus und in verschiedenen Entwicklungsstadien in unterschiedlichem AusmaB exprimiert. 
So werden die Polyubiquitingene konstitutiv in geringem Level, der lediglich unter StreB- 
einwirkung stark erhoht wird, exprimiert (Fornace et al., 1989; Schlesinger & Bond, 1987). 
Die Ubiquitinfusionsgene werden vor allem verstarkt in der exponentiellen Wachstumsphase 
exprimiert In terminal differenzierten und wachstumsarretierten Zellen ist d.e Express.on 
hingegen herunterreguliert (Schlesinger & Bond, 1987; Shimbara et al., 1993; Wong et al., 
1993). 

Die Aufgabe, deren Losung der Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist, war die 
Bereitstellung starker nichtviraler Promotoren fur Verfahren zur Herstellung heterologer 
Genprodukte in Kulturzellen, insbesondere HamsterzeUen. 

Uberraschend wurde ein Promotor eines Gens aufgefunden, der insbesondere in 
CHO-Zellen eine dem viralen SV40-Promotor gleichwertige Aktivitat hat. Dieses Gen ko- 
diert fur das Ubiquitinfusionsprotein Ub/S27a. Der Ub/S27a-Promotor ist Gegenstand der 
Erfindung insbesondere der Ub/S27a-Promotor aus Hamster. Ein weiterer Gegenstand der 
Erfindung sind Regulatorsequenzen in der 5' untranslatierten Region des Ub/S27a-Gens. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Nukleinsauremolekiil, das 
Promotorsequenzen und/oder andere regulatorische Sequenzen des Ub/S27a-Gens enthalt. 
Bevorzugt sind dabei die Promotorsequenzen und/oder anderen regulatorischen Sequenzen 
aus dem Ub/27a-Gen des Hamsters abgeleitet. Insbesondere ist ein rekombinantes Nuklein- 
sauremolekiil Gegenstand der Erfindung, das Promotorsequenzen und/oder andere regula- 
, torische Sequenzen enthalt, die in der Sequenz gemaB Abb. 5 enthalten sind. 

Ein bevorzugter Gegenstand der Erfindung sind Nukleinsauremolekule, die Sequen- 
zen aus dem Bereich enthalten, der den Positionen -161 bis -45 gemaB Abb. 5 entspncht. Es 
Hegt im Konnen des Fachmanns, mit den Methoden, die in Beispiel 4 beschrieben werden, 
5 Nukleinsauremolekule herzusteUen, die Teilsequenzen der erfindungsgemaBen Sequenzen 
enthalten, insbesondere eine Teilsequenz des Bereichs von -161 bis -45, die ebenfalls starke 
Promotoraktivitat vermitteln konnen. Solche Teilsequenzen sind daher ebenfalls Gegenstand 
der Erfindung. 
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Es liegt auch im Konnen des Fachmanns, die Promotorsequenz dutch Substitution, 
Insertion, Deletion oder Addition von einer, zwei, drei oder mehr Basen gegenuber der Se- 
quenz gemaB Abb. 5 zu verandem, ohne dadurch die Promotoraktivit&t, die nut der in Bei- 
spie. 4 beschriebenen Methode gemessen werden kann, deutlich zu erniedrigen. Unter emer 
deutlichen Erniedrigung der Promotoraktivitat soli eine Emiedrigung urn mehr als 50/. des 
Wertes der fur das 272 bp-Deletionsfragment aus Tabelle 1 im CAT-Assay gemaB Be.sp.el 
4 unter vergleichbaren Bedingungen erhalten wird, verstanden werden. Solche Vananten 
der Promotorsequenz sind daher ausdrucklich in die Erfindung eingeschlossen. 

In den erfindungsgemaBen Nukleins^remolekulen sind die Promotor- und/oder regu- 
,atorischen Sequenzen vorteilhaft mit einem Gen funktionell verknupft sodaB dieses Gen 
unter der Kontrolle dieser Sequenzen exprimiert werden kann. Ein solches Gen kann be,- 
spielsweise fur Gewebeplasminogenaktivator (EP 0093619), * /"T^"""^ 
nogenaktivator, z.B. tnk-t-PA(WO 93/24635), Interferon, z.B. Interferon-a (EP 0595241X 
Interfeton-B (EP 00413 13, EP 0287075), Interferon-y (EP 0146354) oder Interferons (EP 
0170204), Tumomekrosefaktor (EP 0168214), Erythropoietin (WO 86/03520), Granulo- 
zyten-Kolonie-stimulierenden Faktor (EP 0220520, EP 0237545) oder Mangan-Superox- 
Wdismutase (EP 0282899) kodieren, die aus dem Stand der Technik bekannt sind. Es kann 
sich auch urn ein Gen handeln, das fur eine Immunglobulinkette, die variable , Dom*ne einer 
Lmunglobulinkette, einen humanisierten Antikarper (EP 0230400, EP 0451216 , einen 
si „g,e-chain-Antik,rper etc. kodiert. Insbesondere kann ein solches Gej i fijr «ne humani- 
sieL immunglobulinkette kodieren, die fur vanantes CD44 spez.nsch.st (WO 95/33771^ 
ZweckmaBig kann ein solches Nukleinsauremolekul ein Express.onsvektor sem (Sambrook 
et al. 16 3-16 29, 1989). Gegenstand der Erfindung sind besonders auch solche Expres- 
sionsvektoren, die nach der Einfuhrung in eine eukaryontische Wirtszelle durch Rekomb.- 
nation in deren Genom integriert werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, in die eines der 
genannten Nukleinsauremolekule eingefUhrt wurde. Bevotzugt ist in eine sojche Wutszelle 
ein Exptessionsvektot eingefuhrt, der das Gen fur ein heterologes Genprodukt .n Verknup- 
fung mit dem Promotor des Ub/S27a-Gens und/oder weiteren regulatorischen Sequenzen 
enthalt. Die erfindungsgetniBe WirtszeUe ist bevorzugt eine Saugerzelle. Insbesondere kann 
die Wirtszelle eine Hamsterzelle, z.B. eine CHO- (CHO = Chinese hamster ovary; Urlaub e 
, Chasin 1980- vgl. auch Kaufman, 1987 sowie Referenzen darin, sow,e Sambrook et al., 
16.28-16.29, 'l989) BHK- (BHK = Baby hamster kidney) oder Hybridomzelle, besonders 
bevorzugt eine CHO-Zelle sein. 
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Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung ei- 
nes heterologen Genprodukts in einer eukaryontischen Wirtszelle, vorzugsweise einer Ham- 
sterzelle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, dadurch gekennzeichnet, daB eines der er- 
wahnten Nukleinsauremolekule in die eukaryontische Wirtszelle eingefuhrt wird, die Wirts- 

5 zelle kultiviert und das synthetisierte Genprodukt isoliert wird. Bei dem erfindungsgemaDen 
Verfahren wird das heterologe Genprodukt unter der Kontrolle von Promotorsequenzen 
und/oder regulatorischen Sequenzen des Ub/S27a-Gens, vorzugsweise aus Hamster, ex- 
primiert. Vorteilhaft konnen fur ein solches Verfahren Nukleinsauremolekule verwendet 
werden, die Promotorsequenzen und/oder regulatorische Sequenzen enthalten, die in der 

10 Abb. 5 enthalten sind. Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem die Promotorse- 
quenzen in der Sequenz enthalten sind, die den Positionen -161 bis -45 gemaB Abb. 5 ent- 
spricht. Auch hier liegt es im Konnen des Fachmanns, Teilsequenzen mit Promotoraktivitat 
oder gleichwertige Varianten der offenbarten Sequenzen herzustellen. 

,s Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein starker homologer Promotor 

des Hamsters. Ein solcher Promotor, der fur die Herstellung heterologer Genprodukte in 
Hamsterzellen, insbesondere CHO-Zellen sehr vorteilhaft ist, wird hiermit erstmalig bereit- 
gestellt. Insbesondere betrifft die Erfindung einen starken homologen Promotor des Ham- 
sters, der in CHO-Zellen im CAT-Assay gemaB Beispiel 4 eine groBere Aktivitat aufweist 
20 als der Thymidinkinasepromotor aus Herpes simplex. Vorteilhaft weist ein solcher Promo- 
tor eine Transkriptionsaktivitat auf, die mindestens in der gleichen GrfiBenordnung liegt wie 
diejenige des SV40-Promotors. In der gleichen GrdBenordnung soil hier bedeuten, daB der 
erfindungsgemaBe Promotor mindestens 50%, besser mindestens 80%, noch mehr bevor- 
zugt mindestens 90% der Aktivitat des SV40-Promotors im CAT-Assay gemaB Beispiel 4 
2s hat. Bevorzugt ist ein solcher Promotor dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens eines 
der Merkmale: GC-reicher Sequenzbereich, Spl-Bindungsstelle, Polypyrimidinelement, 
Abwesenheit einer TATA-Box aufweist. Besonders bevorzugt ist ein solcher Promotor, der 
eine Spl-Bindungsstelle bei Abwesenheit einer TATA-Box aufweist. Femer ist ein solcher 
Promotor bevorzugt, der konstitutiv aktiviert ist und insbesondere unter serumhaltigen, se- 
30 rumarmen und serumfreien Zellkulturbedingungen gleichermaBen aktiv ist. In einer anderen 
Ausfuhrungsform handelt es sich urn einen induzierbaren Promotor, insbesondere um einen 
Promotor, der durch Serumentzug aktiviert wird. Eine besonders vorteilhafte Ausfuhrungs- 
form ist ein Promotor mit einer Sequenz, die in Abb. 5 enthalten ist. Besonders bevorzugt 
ist dabei eine Sequenz, die in der Sequenz enthalten ist, die den Positionen -161 bis -45 ge- 
35 maB Abb. 5 entspricht. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Expression ei- 
nes heterologen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zellen, das dadurch 
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gekennzeichnet ist, daB das Genprodukt unter der Kontroile eines starken homologen Pro- 
motors des Hamsters exprimiert wird. In bevorzugten Ausfuhrungsformen ist em solcher 
Promotor durch Merkmale gekennzeichnet, wie sie im vorigen Absatz beschneben wurden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung eines Promotors, 
wie er vorstehend beschneben wurde, zur Herstellung eines heterologen Genprodukts in 
Hamsterzellen, vorzugsweise CHO- oder BHK-Zellen. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Ub/S27a-Gen aus Hamster. 
Vorzugsweise hat ein solches Gen eine Sequenz gemaB Abb. 1 oder eine Sequenz, die unter 
stringenten Bedingungen mit einem Nukleinsauremolekul mit der Sequenz gemaB Abb.l hy- 
bridisiert In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt ein solches Gen Promo- 
tor- und/oder regulatorische Sequenzen, wie sie in der Sequenz gemaB Abb. 5 enthalten 
sind. 

Die beschriebenen Promotorsequenzen konnen in einer Expressionskassette in funk- 
tionellen Zusammenhang mit weiteren regulatorischen Sequenzen gebracht werden. Bei- 
spielsweise konnen sie mit Enhancer-Sequenzen funktionell verknupft und so d.e Transknp- 
tionsaktivitat gesteigert werden. Dabei kann es sich urn einen oder mehrere Enhancer 
und/oder mehrere Kopien einer Enhancer-Sequenz handeln. Beispielsweise kann dabe. em 
CMV- oder ein SV40-Enhancer verwendet werden. Der humane CMV-Enhancer gehort 
dabei zu den starksten bisher identifizierten Enhancem. Ein Beispiel fur einen induzierbaren 
Enhancer ist der Metallothionein-Enhancer, der durch Glukokortikoide oder Schwermetalle 
stimuliert werden kann. Eine weitere mogliche Modifikation ware z.B. die Einfuhrung mul- 
tipler Spl-Bindungsstellen. Die Promotorsequenzen kbnnen femer mit regulatonschen Se- 
quenzen kombiniert werden, die eine Steuemng/Regulierung der Transkriptionsaktmtat ge- 
statten So kann der Promotor reprimierbar/induzierbar gemacht werden. Dies kann bei- 
spielsweise durch die Verknupfung mit Sequenzen geschehen, die Bindungsstellen fur posi- 
tiv oder negativ regulierende Transkriptionsfaktoren darsteUen. Der oben genannte Tran- 
skriptionsfaktor SP-1 beispielsweise hat einen positiven EinfluB auf die Transkript.onsakti- 
vitat Ein weiteres Beispiel ist die Bindungsstelle fur das Aktivatorprotein AP-1, das sowohl 
in positiver als auch in negativer Weise auf die Transkription einwirken kann. Die Aktmtat 
des AP-1 kann durch verschiedenste Faktoren, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Zytokme und 
Serum gesteuert werden (Faisst et Meyer, 1992, und Referenzen darin). D.e Tran- 
, skriptionseffizienz kann auch dadurch gesteigert werden, daB die Promotorsequenz durch 
Mutation (Substitution, Insertion, Deletion) von einer, zwei, drei oder mehr Basen veran- 
dert wird und dann im CAT-Test gemaB Beispiel 4 gemessen wird, ob sich dadurch die 
Promotoraktivitat erhdht. Durch die in diesem Absatz beschriebenen MaBnahmen kann erne 
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optimierte Expressionskassette erhalten werden, die von hohem Nutzen fur die Expression 
heterologer Genprodukte, insbesondere in CHO-Zellen, ist. Eine durch eine oder mehrere 
solcher MaBnahmen erhaltene Expressionskassette ist daher ebenfalls Gegenstand der 
Erfindung. 

In DNasel-Footprint- und Mutationsanalysen kann untersucht werden, welche Fak- 
toren die Expression beeinflussen und ob die Promotoraktivitat durch die Deletierung von 
moglicherweise vorhandenen negativen Kontrollelementen und durch die Einfuhrung von 
weiteren positiven Kontrollelementen noch gesteigert werden kann. Untersuchungen ande- 
rer Arbeitsgruppen haben auBerdem gezeigt, daB die Expression des Ub/S27a-Genes ganz 
offensichtlich durch verschiedene Faktoren reguliert werden kann. So zeigte die Gruppe urn 
Shimbara, daB bei einer terminalen in vitro Differenzierung von humanen Leukamie-Zelli- 
nien (HL-60, K562, U937, THOl) durch Zugabe von verschiedenen Substanzen wie TPA 
(12-0-Tetra-decanoylphorphol-13-acetat), DMSO, Retinsaure und 1,25-Dihydroxyvitamin 
D3 in das Kulturmedium die Expression des Ub/S27a-Genes herunterreguliert wird 
(Shimbara et al.; 1993). Und die Gruppe urn Wong stellte eine Uberexpression des 
Ub/S27a-Gens in Carcinomazellen des Enddarms fest (Wong et al., 1993). Die Genexpres- 
sion korrelierte dabei mit den klinischen Tumorstadien mit einer hoheren Expression in wei- 
ter fortgeschrittenem Krebs. 

Die Ausfuhrung der Erfindung ist dem Fachmann in Kenntnis des Offenbarungsgehal- 
tes dieser Anmeldung mit an sich bekannten Methoden sowie gemSfl der Beispiele mGglich. 

Das komplette Ub/S27a-Gen, die S'-untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens bzw. 
ausgewahlte Fragmente davon konnen in Kenntnis der Sequenzen gemaB Abb. 1, 2 und 5 
mit verschiedenen Standardmethoden erhalten werden. Aus der Sequenz gemaB Abb. 5 
kann beispielsweise ein geeigneter Abschnitt ausgewahlt und eine Oligomikleotid-Sonde 
chemisch synthetisiert werden, die die Sequenz dieses Abschnitts hat (Sambrook et al., 
11 3-11 44 1989). Mit einer solchen Sonde kann durch Hybridisierung aus einer genomi- 
schen Bibliothek (Sambrook et al., 9.4-9.62, 11.45-11.61, 1989) des Hamsters das 
Ub/S27a-Gen bzw. dessen S'-untranslatierte Region kloniert werden. Die 5'-untranslatierte 
Region bzw. spezielle Fragmente davon konnen auch leicht durch PCR-Amplifikation mit 
entsprechenden Primem aus einer genomischen Bibliothek erhalten werden (Sambrook et 
al 14 5-14 35, 1989). Diese Methode eignet sich besonders zur Herstellung ausgewahlter 
, Fragmente derPromotorregion, etwa des Bereichs von -161 bis -45 oder eines Abschnitts 
dieses Bereiches. Fragmente der 5'- untranslatierten Region wie etwa die in Tabelle 1 aufge- 
fiihrten konnen auch durch limitierten Exonuklease m-Verdau aus groBeren DNA-Frag- 
menten erhalten werden (Sambrook et al., 15.14-15.19; 5.84-5.85, 1989). Solche DNA- 
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Molekiile konnen auch chemisch synthetisiert oder aus chemisch synthetisierten Fragmenten 
durch Ligation erzeugt werden. Das Ub/S27a-Gen einer anderen Species, vorzugsweise 
Saugerspecies, bzw. dessen 5'-untranslatierte Region kann durch Kreuzhybridisierung mit 
Sonden aus dem 5'-untranslatierten Bereich des Hamster-Ub/S27a-Gens oder etwa Sonden 
aus dem S27a-Anteil des Hamster-Ub/S27a-Gens isoliert werden. 

Es steht im Stand der Technik eine Anzahl von Expressionsvektoren zur Verfiigung, 
die im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung verwendet werden konnen. Die er- 
findungsgemaBen Promotor- und/oder regulatorischen Sequenzen konnen an Stelle der in 
diesen Vektoren vorhandenen Promotorelemente integriert werden und so die Expression 
des jeweiligen Gens steuern, das mit diesem Vektor exprimiert werden soli. Kommerziell 
erhaltliche Vektoren, die sich zur Integration des erfindungsgemaOen Promotors gut eignen, 
sind beispielsweise der pCAT-Basic Vector (Promega, kompilierte Sequenz zuganglich iiber 
EMBL Accession No. X65322) oder der pCAT-Enhancer Vector, der zusatzlich noch einen 
SV40-Enhancer enthalt (Promega; kompilierte Sequenz zuganglich iiber EMBL Accession 
No. X65319). Ein Beispiel fur einen promotorlosen Vektor ist das Plasmid pBL-CAT6 
(Boshart et al., 1992; siehe auch Luckow el Schutz, 1987). Die erfindungsgemaBen Pro- 
motorsequenzen k6nnen in die Hindlll-, Sphl-, PstI-, Sail-, Xbal-, Bamffl-, Bgffl- oder 
XhoI-RestriktionsschnittsteUen dieses Vektors ligiert werden und so mit dem in diesem 
Vektor enthaltenen Chloramphenicol-Transferase (CAT)-Gen funktionell verknupft werden. 
Anstelle des CAT-Gens kann auch ein anderes Gen, etwa for Gewebsplasminogenaktivator, 
in diesen Vektor integriert werden. Das CAT-Gen kann z.B. durch einen Doppelverdau mit 
den Restriktionsenzymen Xhol und Clal aus dem Vektor pBL-CAT6 entfernt werden. Die 
dabei deletierte SV40 3' untranslatierte Region, die die Intronsequenz und das 
Polyadenylierungssignal enthalt, kann ggf. (d.h. sofern deren Funktion nicht durch die 
geneigenen S'-Sequenzen ubernommen wird) nachfolgend wieder eingebaut werden, indem 
man z.B. diese SV40-Region mittels PCR amplifiziert und dabei gleich mit geeigneten Re- 
striktionsschnittstellen an beiden Enden versieht, damit nachfolgende Umklonierungen, z.B. 
bei Einfuhrung eines anderen gewunschten Genes, erleichtert werden. Eine andere Strategic 
der Auswechslung des CAT-Genes gegen ein anderes Gen ist, daB man zunachst mittels 
PCR und geeigneter mutagener OUgonukleotide eine singulare Restriktionsschnittstelle am 
5'-Ende der SV40-Region in den Vektor pBL-CAT6 einfuhrt, die es nachfolgend ermog- 
licht, gezielt das CAT-Gen zu entfernen. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwen- 
dung des Vektors pLUC, der im Prinzip wie pBL-CAT6 aufgebaut ist, aber anstelle des 
CAT-Gens ein Luciferase-Reportergen enthalt. Dieses laBt sich leicht durch einen 
XhoI/EcoNI-Doppelverdau entfernen, wobei die SV40-Sequenz im Vektor verbleibt. 
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Zur Erzeugung stabiler Zellinien mit hoher Expression des heterologen Gens wahlt 
man vorteilhaft einen Vektor, der die Selektion von Transformanten gestattet, die den Vek- 
tor in ihr Chromosom integriert und das integrierte heterologe Gen amplifiziert haben. Vek- 
toren fxir solche Selektions-/Amplifikationsverfahren wie das DHFR/Methotrexat-Verfahren 
in DHFR-defizienten Zellinien (z.B. CHO-DUKX) sind ebenfalls Stand der Technik 
(Sambrooke/a/., 16.9-16.15; 16.28-16.29, 1989). 

Verfahren zur Einbringung der erhaltenen Vektoren in Wirtszellen ebenso wie die Se- 
lektion und Kultur der Transformanten kann der Fachmann Standardwerken entnehmen 
(z.B. Sambrookefa/., 16.3-16.81, 1989). 

Abgesehen von der Optimierung des Promotors bietet sich noch ein ganz anderer An- 
satzpunkt zur Verbessening der Produktausbeute, und zwar uber einen Gendosiseffekt. Mit 
steigender Kopienzahl der ins Genom integrierten Vektorkonstrukte sollte auch die Menge 
an produzierten Transkripten zunehmen. Eine spontane Amplifikation der eingefuhrten 
Konstrukte, die in einer stabilen Integration einer Vielzahl von Kopien resultiert, kann durch 
die Verwendung einer Sequenz mit amplifikationsfbrdernden Eigenschaften, sogenannten 
"amplification promoting sequences", erzielt werden. Eine solche Sequenz, die einen sehr 
hohen AT-Gehalt besitzt, war z.B. aus der nicht-transkribierten Intergenregion der riboso- 
malen Mausgene isoliert worden (Wegner et al., 1989) und wurde bereits erfolgreich zur 
stabilen und effizienten Inhibierung der HIV-1 Replikation durch antisense RNA eingesetzt 
(Meyer et al., 1993). Ein 49 bp groBer Sequenzbereich der Ub/S27a 5' untranslatierten Re- 
gion (Position - 1477 bis - 1429; Abb.4) mit einem hohen AT-Gehalt von 88% weist groBe 
Homologie zu den oben beschriebenen amplifikationsfbrdernden Sequenzen der Maus auf 
DaB dieser CHO-Sequenzbereich ebenfalls solche Eigenschaften besitzt, kann durch den 
Einsatz von Ub/S27a-Promotorkonstrukten, denen diese CHO-Sequenz vorgeschaltet ist, 
uberpriift werden. 



Beschreibung der Abbildungen 



Abb.l: Vergleich der DNA-Sequenz des kompletten Ubiquitin/S27a cDNA-Klons 
aus CHO-Zellen nut der humanen cDNA-Sequenz, Vergleich der CHO Ub/S27a cDNA- 
Sequenz mit der humanen cDNA-Sequenz (Adams et al., 1992). Identitaten innerhalb der 
Sequenz sind durch hervorgehoben. Der Ubiquitinanteil ist durch Doppellinien uber der 
Sequenz gekennzeichnet. Die Positionen der drei Introns sind durch Dreiecke markiert. 
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Poly A Signal Startkodon +++ Stoppkodon 

Abb. 2: Aminosauresequenz des Ubiquitinfusionsproteins Ub/S27a. Vergleich der 
aus der CHO cDNA -Sequenz abgeleiteten Ub/S27a-Aminosauresequenz mit der humanen 
Aminosauresequenz (Adams et al., 1992). Identitaten innerhalb der Sequenzen sind durch 
••*" gekennzeichnet. Die Ubiquitineinheit von 76 Aminosauren ist durch Doppellinien iiber 
der Sequenz hervorgehoben. 

Abb.3: Analyse der Ub/S27a-Transkriptlevel in CHO-Zellen. Die denaturierte 
zytoplasmatische Gesamt-KNA (10 ng) von serumkultivierten und serumfrei kultivierten 
CHO-Zellen wurde in einem Formaldehyd-haltigen Agarosegel elektrophoretisch aufge- 
trennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Als Hybridisierungsprobe wurde die 32 P- 
markierte Ub/S27a-cDNA (508 bp) aus CHO eingesetzt. Die Expositionszeit des Rdntgen- 
films betrug 3 Stunden. 

1 + 3 serumkultivierte CHO-Zellen 

2 + 4 serumfrei kultivierte CHO-Zellen 

5 serumkultivierte CHO-Zellen wurden fur 24 Stunden in serumfreiem Medium kulti- 
viert 

6 serumfrei kultivierte CHO-Zellen wurden fur 24 Stunden in serumhaltigem Medium 
kultiviert 

Abb. 4: Strategic zur Sequenzierung der Ub/S27a 5' untranslatierten Region. Die 
2.5 kb groBe 5' untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens ist schematisch dargestellt. Es 
wurden sowohl subklonierte Restriktionsfragmente als auch durch Exonuklease ffl-Verdau 
erzeugte Deletionsklone sequenziert, wobei AusmaB und Richtung der Sequenzierungen 
durch Pfeile angezeigt sind. 

Abb. 5: Genomische DNASequenz der Vb/S27a 5' untranslatierten Region. 
Zeichenerklarung: 



Restriktionsschnittstellen 

5' Ende der Promotordeletionsklone 
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y Ende der Promotordeletionsklone 
Homologie zu amplifikationsfordemden Sequenzen 
polypyrimidinreicher Sequenzbereich 
Startkodon 

durch SI Nukleasekartierung bestimmte Transkriptionsstartstellen 
iiber Primer-Extension erhaltenes 5' Ende 



>>>>>> Spl-Bindungsstelle 

Die Nukleotide sind in Relation zur Transkriptionsstartstelle, die mit +1 bezeichnet 
ist numeriert. Die Restriktionsschnittstellen fur SacII und EagI, die fur GC-mche Se- 
quenzbereiche speziBsch sind, sowie die zu Subklonierungszwecken herangezogenen Re- 
striktionsschnittstellen fur EcoRI. Hindi und Hindlll sind in der Sequenz durch Unterstre.- 
chung hervorgehoben. Zur Kennzeichnung der Intronsequenz wurden Kleinbuchstaben 
verwendet. Die Aminosauresequenz ist unter der DN A-Sequenz wiedergegeben. 

Abb.6: Bestimmung des Transkriptionsstartpunktes durch Primer-Extension. Die 
Primer-Extensionsanalyse wurde mit 5 « zytoplasmatischer Gesamt-RNA von serumkult,- 
vierten CHO-ZeHen durchgefuhrt (Bahn 1). Als Kontrolle wurde 5 ,g Hefe tRNA^ verwen- 
det (Bahn 2). Der eingesetzte 32 P -endmarkierte Primer hybridisierte mit dem S27a-Ante,l 
der Ub/S27a mRNA (Nukleotide + 256 bis + 276 in der cDNA-Sequenz). Die Extens.ons- 
produkte wurden in einem 6%igen denaturierendem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Gro- 
Benmarker wurde eine Sequenzierungsreaktion benutzt. Die Lange des Extens.onsproduk- 
tes, dessen Position durch einen Pfeil gekennzeichnet ist, betrug 304 Nukleot.de. 

Abb 7- Ermittlung des Transkriptionsstartpunktes durch SI Nuklease-Kartierung. 
Eine der Gegenstrangse^uenz entsprechende 32 P -endmarkierte Einzelstrangprobe, d,e den 
gesamten Bereich der 5' untranslatierten Region (- 2289 bis + 176) umfaBte, wurde m,t 5 
L Gesamt-RNA (Bahn 2) bzw. zytoplasmatischer Gesamt-RNA (Bahn 3) aus serumkul- 
tivierten CHO-Zellen hybridisiert. Als Kontrolle wurde 5 ng Hefe tRNA eingesetzt OBahn 
n Die vor dem SI Nuklease-Abbau geschutzten Fragmente wurden in einem 8/..gen dena- 
turierendem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als GroBenmarker diente eine Sequenzierungs- 
reaktion, in der der zur eingesetzten Hybridisierungsprobe komplementare DNA-Strang to- 
, quenziert wurde. Der zur Sequenzierung benutzte Primer hybridisierte dabe, nut der Nukle- 
otidsequenz von + 157 bis + 176. Die Positionen der abbaugeschutzten DNA-Fragmente 
sind in der hervorgehobenen Sequenz durch Pfeile markiert. Dem distalen TranskripUons- 
startpunkt wurde die Nukleotidposition +1 zugeordnet. 
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Abb.8: Funktionelle Analyse der Ub/S27a-PromotoraktivitaL Vektorkonstrukte, ,n 
denen serielle Deletionen der 5' flankierenden Region des Ub/S27a-Gens in beiden Onenfe- 
rungen mit dem CAT-Reportergen fusioniert worden waren, warden zur transumten Trans- 
fektion von serumkultivierten CHO-Zellen eingesetzt. Als Kontrolle wurden Plasnude e.n- 
gesetzt in denen das CAT-Reportergen unter der Kontrolle eines viralen Promotors stand. 
Insgesamt wurden vier voneinander unabhangige Transfektionsexperimente durchgefuhrt. 

Die relative CAT-Aktivitat der verschiedenen Vektorkonstrukte ist als Prozent der 
CAT-Aktivitat in pCMVtkCAT transfizierten CHO-Zellen, die als 100% angenommen 
wurde angegeben und reprasentiert den Mittelwert (Standardabweichung in alien Fallen < 
5%) aus den vier Transfektionsexperimenten. Samtliche CAT-Aktivitaten wurden bezugbch 
eingesetzter Proteinmenge sowie Transfektionseffizienz, die durch Messung der p-Galacto- 
sidase-Aktivitat des co-transfizierten Kontrollplasmides pCMVtklacZ bestimmt wurde, 
korrigiert. 

Q Kontrollplasmide: ohne Promotor oder virale Promotoren (tk, SV40) 
| Ub/S27a 5' untranslatierte Region: S'-3' Orientierung in pBL-CAT6 
^ Ub/S27a 5' untranslatierte Region. 3'-5' Orientierung in pBL-CAT6 

Abb. 9: Funktionelle Analyse der Aktivitat des Ub/S27a-Promotors in transient 
transfizierten BHK-Zellen (BHK21). 

Q Kontrollplasmide: ohne Promotor oder virale Promotoren (tk, SV40) 
■ Ub/S27a 5' untranslatierte Region: 5'-3' Orientierung in pBL-CAT6 



25 



Abb 10- Funktionelle Analyse der Aktivitat des Ub/S27a-Promotors in stabil 
transfizierten CHO-Zellen (I). Dargestellt ist die CAT-Aktivitat in Zellen, die mit dem 
Vektor pCMVtkCAT (tk-Promotor/CMV-Enhancer) oder dem Vektor pBL-CAT5 (tk- 
Promotor) stabil transfiziert wurden (vgl. Beispiele«>lasmide, Beispiel 6). Gezeigt sind je- 
weils mehrere verschiedene Klone. Die CAT-Aktivitat ist auf die Aktivitat des Klons 
pCMVtkCAT 6, der die hochste Aktivitat hatte, normiert (=100%). Die Graphik dient dem 
Vergleich mit den Abbildungen 1 1 und 12. 



30 
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Abb. 11: Funktionelle Analyse der Aktivitat des Ub/S27a-Promotors in stabil 
transftzierten CHO-Zellen (II). Gezeigt ist die CAT-Aktivitat verschiedener Vektorkon- 
strukte, die als Prozent der CAT-Aktivitat des Klons 6 der mit pCMVtkCAT transfcrierten 
CHO-Zellen aus Abb. 10 dargestellt ist. Fragmente aus der Promotorregion gemaB Tabelle 
5 1 wurden in pBL-CAT6 in 5* -> 3'-Orientierung integriert. Die Abszisse gibt an, welches 
Fragment verwendet wurde. Gezeigt ist die Aktivitat von jeweils mehreren verschiedenen 
Klonen 

jo Abb. 12: Funktionelle Analyse der Aktivitat des Ub/S27a-Prontotors in stabil 

transftzierten CHO-Zellen (III). Gezeigt ist die CAT-Aktivitat verschiedener Vektorkon- 
strukte, die als Prozent der CAT-Aktivitat des Klons 6 der mit pCMVtkCAT transfizierten 
CHO-Zellen aus Abb. 10 dargestellt ist. Fragmente aus der Promotorregion gemaB Tabelle 
1 wurden in pBL-CAT6 in 5' -> 3'-Orientierung integriert. Die Abszisse gibt an, welches 

is Fragment verwendet wurde. Gezeigt ist die Aktivitat von jeweils mehreren verschiedenen 
Klonen. 

Abb. 13: Funktionelle Analyse der Aktivitat des Ub/S27a-Promotors in stabil 
20 transftzierten CHO-Zellen (IV). Diese Abbildung stellt eine Zusammenfassung der Daten 
der Abbildungen 10 bis 12 dar. Gezeigt sind die Zellklone mit der hochsten und der niedrig- 
sten CAT-Expression fur jedes Vektorkonstrukt, das in diesem Experiment verwendet 
wurde (nur Plasmide mit 5* -+ S^Orientierung des Ub/S27a-Promotors). 

25 

Beispiele 

30 Plasmide 

Fur die Durchfuhmng samtlicher Genmanipulationen wurde der Vektor pBluescript 
SK- verwendet (Stratagene Cloning Systems, Stratagene GmbH, Heidelberg, Deutschland). 
Zur Expressionsanalyse wurden eukaryontische Expressionsvektoren eingesetzt, die das als 
35 Reportergen dienende bakterielle Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT)-Gen enthielten. 
Das CAT-Gen ist dabei mit verschiedenen viralen Promotoren fiisioniert. In pBL-CAT5 ist 
es der Thymidinkinasepromotor (tk) des Herpes simplex Virus (Boshart et al., 1992; kom- 
pilierte Sequenz zugangUch iiber GenBank Accession No. M80483), in pCMVtkCAT der 
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tk-Promotor in Kombination mit einem Enhancer des humanen Cytomegalievinis (CMV) 
(Christoph Winkler, Wiirzburg) und in pKSSV2CAT der SV40-Promotor (Tsonis et al., 

1988) . pBL-CAT6 diente als Negativkontrolle und enthalt ein promotorloses CAT-Gen 
(Boshart et aL, 1992; kompilierte Sequenz zuganglich uber GenBank Accession No. 
M80484). Im Vektor pCMVtklacZ steht die Expression des bakteriellen p-Galactosidase- 
Gens unter der Kontrolle der CMV-Enhancer/tk-Promotorkombination (Christoph Winkler, 
Wurzburg). 

Zellkultur 

CHO-DUKX Zellen (Urlaub und Chasin, 1980) wurden in Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium/ Ham's F12 Medium (1:1), supplementiert mit 5% fbtalem Kalberserum, in 
Roux-Flaschen in einem C0 2 begasbaren Brutschrank bei 90% Luftfeuchtigkeit, 37°C und 
5% C0 2 kultiviert. Fur die serumfreie Kultivierung wurden CHO-DUKX Zellen verwendet, 
die langsam an ein Wachstum in Medium ohne Serum adaptiert worden waren und nun 
permanent in senimfreiem Medium kultiviert werden. Diese Zellen wurden als Suspensi- 
onskulturen in Spinnerflaschen in Iscove's Modified Dulbecco's Medium/Ham's F12 Me- 
dium (1:1) kultiviert, das mit niedermolekularem Pepton (Aldag, Hamburg), Insulin und 
Transferrin (Canada Packars) supplementiert wurde. 

Beispiel 1: Differentielle Hybridisierung rekombinanter CHOcDNA Genbanken 

Unter Verwendung von polyadenylierter mRNA aus CHO-Zellen, die entweder in 
Serum oder ohne Serum kultiviert worden waren, wurden zunachst zwei cDNA Genbanken 
in XZAPII, bestehend aus 4.2 x 10 6 bzw. 2.9 x 10 5 rekombinanten Phagenklonen, herge- 
stellt. 

Die zytoplasmatische RNA wurde von NP40-lysierten Zellen prapariert und durch 
Phenol/Chloroform-Extraktionen gereinigt (Nicolaides und Stoeckert, 1990). Polyadenylier- 
te mRNA von CHO-Zellen, die mit oder ohne Serum kultiviert worden waren, wurde durch 
Affinitatschromatographie an einer 01igo(dT)-Cellulosesaule gewonnen (Sambrook et al., 

1989) . Zur Herstellung der cDNA wurde das cDNA Synthesekit von Pharmacia LKB ver- 
wendet, wobei zur Erststrangsynthese ein Oligo (dT)-Primer eingesetzt wurde. Die cDNA 
wurde in den EcoRI-verdauten Vektor XZAPII kloniert (Strategene Cloning Systems). Fil- 
terduplikate der nicht-amplifizierten CHO cDNA Genbank aus serumfrei kultivierten CHO- 
Zellen wurden durch differentielle Hybridisierung gescreent. Als Probe wurde Gesamt- 
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cDNA von serumkultivierten und serumfrei kultivierten CHO-Zellen eingesetzt, die durch 
"random priming" (Prime a Gene labelling Kit; Promega Cooperation, Promega Biotec, 
Madison, WI, USA) mit (a- 32 P) dCTP (6000 Ci/mmol; Amersham International pic, 
Amersham-Buchler, Braunschweig, Deutschland) markiert worden war. Die Hybridisierung 
wurde wie in der Northern Blot Analyse (s.u., Beispiel 2) beschrieben durchgefuhrt. Pha- 
genplaques, die mit beiden cDNA-Proben eine starke Hybridisierung zeigten, wurden iso- 
liert und nochmals einer differentiellen Hybridisierung unterzogen. Aus den rekombinanten 
PlZAPII Phagen wurden Phagemide durch in vivo Exzision unter Einsatz des Helferphagen 
R408 gewonnen (XZAPII cloning kit-ProtokoIl; Stratagene Cloning Systems). 

Ungefahr 6000 Phagenklone wurden so gescreent. Insgesamt wurden 12 rekombin- 
ante Phagenklone isoliert, die eine besonders starke Hybridisierung mit beiden Gesamt- 
cDNA-Proben zeigten. 

DNA-Sequenzen wurden nach der Didesoxymethode unter Verwendung des T7 Se- 
quenzierungskitsvon Pharmacia LKB ermittelt. Als Primer wurden sowohl T3 und T7 
Promotorprimer als auch genspezifische Primer eingesetzt. In alien Fallen wurden die DNA- 
Proben mit [<x- 35 S] dATP bzw. [a- 35 S] dCTP (10 ^Ci; Amersham International pic) mar- 
kiert. Die Reaktionsprodukte wurden in einem 6%igen Polyacrylamid-Sequenzierungsgel 
elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Sequenzanalyse wurden die Datenbanken von GenBank 
und EMBL herangezogen. 

Einer der isolierten cDNA-Klone kodierte fur ein Fusionsprotein, Ub/S27a, bestehend 
aus einer Ubiquitin-Monomereinheit und einem ribosomalen Protein der kleinen Unterein- 
heit, S27a (Abb.l). Die groBte Homologie besteht mit der humanen Ub/S27a-Sequenz 
(Adams et aL, 1992) mit 92.2 % Homologie auf cDNA-Ebene und 100 % Homologie auf 
Aminosaure-Ebene. Die isolierte CHO Ub/S27a cDNA ist 508 bp groB und nmfaBt die ge- 
samte Kodierregion sowie ein Polyadenylierungssignai im 3' untranslatierten Bereich und 
zwei einander uberlappende Translationsinitiationselemente in der 5' untranslatierten Region 
(Abb.l). Anhand der cDNA-Sequenz wird auch ersichtlich, daB es sich urn ein echtes Fu- 
sionsgen handelt, d.h. beide Proteinanteile werden von einem einzigen Gen kodiert. Die 
Proteinsequenz des resultierenden Fusionsproteins ist hoch konserviert, wobei die ersten 76 
Aminosauren des 156 Aminosaure groBen Proteins den Ubiquitinanteil umfassen (Abb.2). 
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Beispiel 2: Analyse der Ub/S27a-Genexpression 

Das AusmaB der Ub/S27a-Genexpression wurde in Northern Blot Experimented in 
denen zytoplasmatische Gesamt-RNA von serumkultivierten und serumfrei Icultivierten 
CHO-Zellen verwendet wurde, untersucht. 

Die zytoplasmatische RNA wurde von NP40-lysierten Zellen prapariert und durch 
Phenol/Chloroform-Extraktionen gereinigt (Nicolaides und Stoeckert, 1990). Gesamt-RNA 
(10 fig) wurde elektrophoretisch in einem Formaldehyd-Agarosegel aufgetrennt, auf eine 
Nylonmembran (Hybond N, Amersham International pic) transferiert (Sambrook et al , 
1989) und durch eine Sminutige UV-Bestrahlung (254 nm) kovalent mit der Nylonmembran 
vernetzt. Die RNA-Filter wurden uber Nacht bei 65°C in einer Losung bestehend aus 4x 
SSC, lOx Denhardt, 0.1% SDS und 1 x 10 6 cpm/ml 32 P-markierter cDNA-Probe hybridi- 
siert. Die cDNA-Fragmente wurden unter Verwendung von "random primer" markiert 
(Prime a Gene labeling kit; Promega Corporation), wobei die spezifische Aktivitat der 
DNA-Proben 4 -8 x 10 8 cpm/ng DNA betmg. Nach der Hybridisierung wurden die Filter 
zweimal in 0.2x SSC/0.1 % SDS bei 65°C fur 20 Minuten gewaschen. Auf die in Haus- 
haltsfolie eingewickelten Filter wurde ein Rontgenfilm (Curix; Agfa-Gevaert N.V.) gelegt 
und die Autoradiographic fur 3 Stunden bei -70°C durchgefuhrt. 

Sowohl in den unter Standardbedingungen mit Serum kultivierten CHO-Zellen als 
auch in den an das Wachstum in serumfreiem Medium adaptierten CHO-ZeUen lieBen sich 
Ub/S27a-Transkripte mit einer Lange von ungefahr 600 Nukleotiden in groBer Zahl und 
gleichen Mengen nachweisen (Abb.3). Bei den beiden zusatzlichen Transkripten von unge- 
fahr 1500 und 2800 Nukleotiden handelt es sich urn Polyubiquitintranskripte, in denen 
mehrere Ubiquitin-Monomereinheiten miteinander fusioniert sind. Die Polyubiquitintran- 
skripte, die unter diesen Kulturbedingungen zu einem erheblich geringeren Level exprimiert 
werden, hybridisieren mit dem Ubiquitinanteil der in den Northern Blot Analysen als Probe 
eingesetzten Ub/S27a cDNA. Der Ub/S27a Transkriptlevel blieb unverandert hoch, wenn 
die permanent in semmfreiem Medium wachsenden CHO-Zellen fur 24 h in serumhaltigem 
Medium kultiviert wurden (Abb.3). Ein anderes Bild bot sich, wenn die unter Standardbe- 
dingungen serumkultivierten CHO-Zellen fur 24 h in serumfreies Medium uberfuhrt wurden. 
Die Zahl der Ub/S27a-Transkripte nahm erheblich ab (Abb.3). Dieses ist darauf zu- 
ruckzufuhren, daB sich der iiberwiegende Teil der CHO-Zellen wahrend dieser 24stiindigen 
Kultivierungsphase in serumfreiem Medium nicht mehr teilten und zudem eine Reduktion im 
Zellvolumen aufwiesen. In Zellen, die ein solches Stadium erreicht haben, findet, wenn 
iiberhaupt, nur noch eine geringe Transkription statt. 
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Beispiel 3: Isolierung and Analyse der Ub/S27a-Promotorregion 

Zur Isolierung der Promotorregion des Ub/S27a-Gens wurde zunachst eine genomi- 
sche CHO-Genbank mit uber eine Million rekombinanter Phagenklone hergestellt, wobei 
genomische DNA von serumkultivierten CHO-Zellen verwendet wurde. 

Die genomische DNA wurde von NP40-lysierten Zellen nach einem Protokoll von 
Nicolaides und Stoeckert gewonnen (Nicolaides & Stoeckert, 1990). Im Gegensatz zu der 
beschriebenen Ausalzungsmethode wurde die DNA jedoch nach dem Proteinase Kl Verdau 
dreimal mit Phenol/ Chloroform extrahiert. 

Die DNA-Enden von partiell mit Sau3AI verdauter genomischer DNA mit einer 
durchschnittlichen FragmentgroBe von 20 kb wurden halbseitig unter Verwendung von 
dGTP und dATP aufgefullt und mit Xhol-verdautem Vektor XGEM-12 (halbseitig mit 
dTTP und dCTP aufgefullte DNA-Enden; Promega Corporation) ligiert. Zur Verpackung 
wurden kommerziell erhaltliche Extrakte eingesetzt (Gigapack II Plus packaging extracts; 
Stratagene Cloning Systems). 

Diese genomische Genbank wurde lediglich mit dem S27a-Anteil der Ub/S27a-cDNA 
hybridisiert, urn eine Kreuzhybridisierung mit den Polyubiquitingenen zu vermeiden. Einer 
der isolierten Genomklone mit einer Gesamtlange von 14 kb enthielt unter anderem die 
komplette Kodierregion und 2.5 kb der 5' untranslatierten Region. Die Kodierregion wird 
durch drei Introns mit korrekten Konsensussequenzen an den' Exon/Intron- und In- 
tron/Exon-Ubergangen unterbrochen (Breathnach & Chambon, 1981), wobei zwei dieser 
Introns im Ubiquitinanteil und das dritte Intron im S27a-Anteil lokalisiert sind (Abb. 1). 

Beide DNA-Strange der 5' untranslatierten Region wurden komplett sequenziert 
(Methode s. Beispiel 1). Das geschah durch Sequenzierung von subklonierten Restriktions- 
fragmenten sowie durch Sequenzierung von uberlappenden Deletionsklonen, die durch 
Exonuklease III Verdau erzeugt worden waren (Abb. 4). Die potentielle Promotorregion 
enthalt keine TATA-Box, dafur aber einen CpG-reichen Sequenzbereich (67% GC von - 
144 bis + 129), in dem auch die singulare Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor Spl 
(Dynan & Tjian, 1983) und je eine Restriktionsschnittstelle fur EagI und SacII, die fur sol- 
che GC-reiche Regionen spezifisch sind, liegen, sowie polypyrimidinreiche Sequenzbereiche 
(Abb.5). 

Zur Lokalisierung des Transkriptionsstartpunktes wurden sowohl Primer-Extension 
als auch SI Nuklease-Kartierung an Gesamt-RNA von serumkultivierten CHO-Zellen vor- 
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genommen. Um eine Extension von Polyubiquitin-Transkripten zu vermeiden, wurde far die 
Primer-Extension ein Primer verwendet, der mit dem S27a-Anteil der Ub/S27a mRNA hy- 
bridisierte (komplementar zu den Nukleotiden + 256 - 276 bp in der cDNA-Sequenz). 

Ein Oligonukleotid der Sequenz 5 * -GTGGTGT AGG ACTTCTTCTTC-3 ' , komple- 
mentar zu den Nukleotiden + 256 bis + 276 in der Ub/S27a cDNA-Sequenz, wurde mit 5 
ng zytoplasmatischer Gesamt-RNA aus serumkultivierten CHO-Zellen hybridisiert und 
verlangert (Ausubel et al., 1987). 

Die zur SI Nuklease-Kartierung eingesetzte Einzelstrangprobe, die den Bereich von - 
2289 bis + 176 der genomischen Ub/S27a-Sequenz umfaBte, wurde uber PCR wie folgt 
gewonnen. Die 5' untranslatierte Region der Ub/S27a-Genomsequenz (-2289 bis + 240) 
wurde in 5' - 3' Orientierung in den Vektor pBluescript SK- (Stratagene Cloning Systems) 
kloniert. Dieses Hybridplasmid wurde in der PCR als Matrize eingesetzt. Zur Amplifizie- 
rung wurden ein biotinylierter T3-Promotorprimer und ein mit [y- n P] ATP-markierter 
Ub/S27a-spezifischer Primer (5*-CTCGAGCGTGATCGTTTTCC-3 komplementar zu 
den Nukleotiden + 157 bis + 176 der Ub/S27a-Genomsequenz) verwendet. Die Gewinnung 
des zur RNA-Sequenz komplementaren Einzelstranges erfolgte durch alkalische Denaturie- 
rung des an magnetische Streptavidinbeads gebundenen PCR-Produktes (Dynabeads M-280 
Streptavidin Protokoll; Dynal A S., Norway). 2 x 10 5 cpm der Einzelstrangprobe wurden 
mit 5 >ig Gesamt-RNA aus serumkultivierten CHO-Zellen uber Nacht bei 55°C hybridisiert 
und die Hybridisierungsprodukte wurden nachfolgend mit SI Nuklease behandelt (Ausubel 
et al., 1987). 

Das uber Primer-Extension erhaltene Produkt wies eine Lange von 304 Nukleotiden 
auf (Abb.6), womit der Transkriptionsstartpunkt 44 bp stromaufwarts vom Startkodon 
innerhalb eines Polypyrimidinelements liegen wurde (Abb.5). Dieser Startpunkt konnte 
durch die SI Nuklease-Kartierung allerdings nicht verifiziert werden. Uber die SI Nuklease- 
Kartierung wurden zwei Transkriptionsstartpunkte ermittelt (Abb.7), die 128 bp bzw. 116 
bp stromaufwarts vom Startkodon innerhalb einer Polypyrimidinsequenz liegen und deren 
Positionen im nachfolgenden als Position +1 und +13 angegeben werden (Abb.5, Abb.7). 
Die wahrscheinlichste Erklarung fiir die zu beobachtende Diskrepanz zwischen den beiden 
Kartierungsmethoden ist eine vorzeitige Terminierung der Primer-Extensionsreaktion. Be- 
dingt durch die Positionierung des Primers in der S27a-Sequenz liegt die Lange des zu er- 
wartenden Extensionsproduktes mit uber 300 Basen uber der optimalen Lange von ungefahr 
100 Basen. Je groBer die Entfernung zwischen der Primerposition und der gesuchten Tran- 
skriptionsstartstelle ist, desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit eines vorzeitigen Abbruchs 
der reversen Transkription durch GC-reiche Sequenzen und Sekundarstnikturausbildungen 
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innerhalb der mRNA. Fur die SI Nuklease-Kartierung wurde hingegen eine den gesamten 5' 
untranslatierten Bereich umfassende Einzelstrangprobe eingesetzt (Sequenzbereich - 2289 
bis + 176; Abb. 5), die aus einem PCR-Produkt gewonnen wurde, wodurch die bei der Pri- 
mer-Extension auftretenden Probleme der reversen Transkription von GC-reichen Sequen- 
zen umgangen wurden. 

Unsere Untersuchungen der 2.5 kb groBen 5* untranslatierten Region zeigten, daB der 
mogliche Promotor weder eine TATA-Box noch eine CAAT-Box besaB. Dafiir aber zeich- 
nete sich die stromaufwarts vom Startkodon gelegene Sequenz durch einen hohen GC-Ge- 
halt aus. Innerhalb dieser Sequenz wurde eine singulare Bindungsstelle fiir den Transkrip- 
tionsfaktor Spl vorgefunden. Ober SI Nuklease-Kartierung wurden zwei prominente 
Transkriptionsstartpunkte, die innerhalb einer Polypyrimidinsequenz 128 bzw. 116 bp 
stromaufwarts vom Startkodon lagen, identifiziert. 

Beispiel 4: Identifizierung und Eingrenzung des Sequenzbereiches nut Promotoraktivitdt 

Herstellung von Deletionsklonen durch Exonuklease III Verdau 

Uber Exonuklease III- Verdau wurde eine Serie von 5' Deletionsklonen hergestellt 
(Tab.l). Die 5' untranslatierte Region des Ub/S27a-Gens (-2289 bis + 240) wurde dazu in 
beiden Orientierungen in die HincII-Schnittstelle des Vektors pBluescript SK- (Stratagene 
Cloning Systems) kloniert. Zur Einfuhrung von unidirektionalen Deletionen wurden diese 
Hybridplasmide mit Kpnl und Xhol verdaut und mit Exonuklease III, wie in dem Protokoll 
des eingesetzten "Erase-a-base M -Kits beschrieben (Promega Corporation), behandelt. Die 
erhaltenen DNA-Fragmente wurden als BamHI-Fragmente in die singulare BamHI-Schnitt- 
stelle des Vektors pBL-CAT6 integriert. 

Vor Beginn des Exonuklease III-Verdaus kann der Vektor pBluescript Sk- auch 
durch Einfuhrung von Adaptoren, die geeignete Restriktionsschnittstellen enthalten, modi- 
fiziert werden, um nachfolgende Genklonierungsexperimente zu erleichtern. So konnen ne- 
ben BamHI auch noch andere Restriktionsenzymschnittstellen zu Klonieningszwecken her- 
angezogen werden, z.B. nach dem Schema 

NotI-XbaI-SpeI-BamHI-SmaI-EcoRI- 3 y Ende 5 f Ende -Sall/HincU-BamHI 

& Deletionsfragment 
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Tab. I: Zusammenstellung der durch Exonuklease III-Verdau hergestellten S' 
Deletionsklone der Vb/S27a 5' untranslatierten Region 



5* Deletionsfragment 


5' Ende des Fragmentes 


3' Ende des Fragmentes 


1612 bp 


Position - 1501 


Position +111 


806 bp 


Position - 695 


Position +111 


483 bp 


Position - 372 


Position +111 


272 bp 


Position - 161 


Position +111 


156 bp 


Position - 45 


Position +111 



Die Positionsangaben beziehen sich auf die Numerierung der in Abbildung 5 darge- 
stellten genomischen Ub/S27a-Sequenz. 



Alle Deletionsklone haben ein gemeinsames 3' Ende (Position + 111), das zwischen 
den Transkriptionsstartstellen und dem Startkodon liegt (Abb. 5). Das groBte Fragment 
umfaBt 1.7 kb und das kleinste Fragment 150 bp (Tab.l). Letzteres ist das einzige Frag- 
ment, das nicht mehr die singuiare Spl-Bindungsstelle enthalt. Diese potentiellen Promo- 
tonregionen wurden in den eukaryontischen Expressionsvektor pBL-CAT6 vor das promo- 
torloses CAT-Gen, das als Reportergen diente, kloniert und zur transienten Transfektion 
von serumkultivierten CHO-Zellen eingesetzt. 



DNA-vermittelte Zelltransfektion und CAT-Assay 

Am Vortag der Transfektion wurden 2 x 10 5 Zellen pro 20 cm 2 Schale ausgesat. Die 
Zellen wurden mit 10 >ig Plasmid-DNA (CAT-Reporterkonstrukte) und 500 ng des Plasmi- 
des pCMVtklacZ unter Verwendung einer modifizierten Calciumphosphat-Prazipitations- 
methode transfiziert (Chen & Okayama, 1987). Die p-Galactosidase-Aktivitat des Kon- 
trollvektors pCMVtklacZ wurde dabei zur Bestimmung der Transfektionseffizienz heran- 
gezogen. Uberschussiges DNA-Prazipitat wurde nach 4stundiger Inkubation bei 37°C und 
5% C0 2 durch Waschen mit PBS entfernt. 

Nach einer Inkubationsperiode von 48 Stunden wurden die Zellen zunachst mit PBS 
gewaschen. Danach wurde je 1 ml eiskalter NTE-Puffer (0.1 M NaCI, 10 mM Tris-HCl pH 
7.8, 1 mM EDTA) in die Schalen gegeben und die Zellen wurden mit Hilfe eines Schabers 
von den Schalen abgelost und in EppendorfgefaBe uberfiihrt. Die Zellen wurden durch 
3minutige Zentrifugation bei 9000 rpm pelletiert, in 70 >il 0.25 M Tris-HCl pH 7.8 resus- 
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pendiert und bei - 70°C gelagert. Fur die Bestimmung der Chloramphenicol-Acetyltransfe- 
rase-Aktivitat nach der Methode von Sleigh wurden jeweils 30 nl der Zellsuspension einge- 
setzt (Sleigh, 1986). Eine Normalisierung der relativen CAT-Aktivitat jeder Transfektion 
wurde auf der Basis der nach der Methode von Norton und Coffin bestimmten p-Galacto- 
sidase-Aktivitat vorgenommen (Norton & Coffin, 1985). Fur diesen Test wurden jeweils 10 
*d der Zellsuspension eingesetzt. In alien Fallen wurde auDerdem eine Korrektur bezuglich 
der eingesetzten Proteinmenge vorgenommen. Die Proteinkonzentration wurde dabei nach 
der Bradford-Methode bestimmt (Ausubel et al, 1987). 

In dem Histogramm in Abbildung 8 sind die Ergebnisse aus vier unabhangig vonein- 
ander durchgefuhrten transienten Expressionsexperimenten dargestellt. Zur Kontrolle wur- 
den Plasmide eingesetzt, in denen die CAT-Genexpression durch einen konstitutiven viralen 
Promotor gesteuert wird. In pBL-CAT5 ist es der Thymidinkinasepromotor des Herpes 
simplex Virus. In pCMVtkCAT liegt dieser Promotor in Kombination mit einem Enhancer 
des humanen Cytomegalievirus vor und in pKSSV2CAT handelt es sich um den SV40- 
Promotor. pBL-CAT6 diente als Negativkontrolle und enthalt ein promotorloses CAT-Gen. 

Mit Ausnahme des 156 bp Fragmentes zeigten alle Ub/S27a-Fragmente, die in 5*-3' 
Orientierung vor das promotorlose CAT-Reportergen kloniert worden waren, eine starke 
Promotoraktivitat, die 2.5 bis 3mal hoher war als die des tk-Promotors des Herpes simplex 
Virus (Abb. 8). Die starkste Promotoraktivitat, die mit der des SV40- Promotors in 
pKSSV2CAT vergleichbar war, wiesen dabei die Fragmente von 483 bp und 272 bp auf 
Lediglich die virale CMV-Enhancer/tk-Promotor-Kombination in pCMVtkCAT resultierte 
in einer noch um ungefahr 10% hoheren CAT-Aktivitat. Bei einer bis zur Position - 45 rei- 
chenden Deletion (156 bp Fragment), die auch die singulare Spl-Bindungsstelle umfaflte, 
war keine CAT-Aktivitat mehr feststellbar (Abb.8). Die Ub/S27a 5' untranslatierte Region, 
die fur die Vermittlung einer starken Promotoraktivitat ausreichend ist, laBt $ich somit auf 
den Bereich von - 161, dem 5* Ende des 272 bp Fragmentes, bis - 45, dem 5* Ende des 156 
bp Fragmentes, eingrenzen. Innerhalb dieses 117 bp umfassenden Bereiches liegt auch die 
singulare Spl-Bindungsstelle. 

Ein unerwartetes Resultat war die Beobachtung, daB die kurzeren Fragmente auch in 
der 3'-5* Orientierung eine Promotoraktivitat aufwiesen (Abb.8). Allerdings ist dieser auf 
dem Gegenstrang lokalisierte Promotor nicht so stark wie der Ub/S27a-Promotor, sondern 
um 42% reduziert. Auch hier zeigten die Fragmente von 483 bp und 272 bp die groBte Ak- 
tivitat. Diese Aktivitat war mit der des tk-Promotors in pBL-CAT5 vergleichbar. Das zuge- 
horige Gen, dessen Expression von diesem Gegenstrangpromotor aus gesteuert wird, konn- 
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te bisher noch nicht identifiziert werden. Es konnte sich also bei dem oben erwahnten 117 
bp Promotorbereich sogar urn eine bidirektionale Promotorregion handeln. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB mit dem von den Erfindern der vorliegen- 
den Erfindung isolierten Ub/S27a-Promotor aus CHO-Zellen erstmals ein sehr starker kon- 
stitutiver homologer Promotor des Hamsters bereitgestellt wird. Untersuchungen an stabil 
transfizierten serumkultivierten CHO-Zellen belegen, daB der Ub/S27a-Promotor auch nach 
der Integration in das Zellgenom auBerst aktiv ist und fiir eine sehr starke Expression des 
CAT-Reportergenes sorgt. 

Beispiel S: Transiente Expression eines Reportergens unter der Kontrolle des Ub/S27a- 
Promoters in BHK-Zellen 

CAT-Reporterkonstrukte, die verschiedene Fragmente der Ub/S27a-Promotorregion 
enthielten, wurden analog in BHK-21-Zellen (ATCC CCL 10) eingebracht und die CAT- 
Aktivitat der Transfektanten gemessen. Abb. 9 zeigt, daB mit den erfindungsgemaBen Pro- 
motorsequenzen auch in BHK-Zellen eine auBerordentlich hohe Expressionsrate erzielt 
werden kann. 

Beispiel 6: Stabile Expression eines Reportergens unter der Kontrolle des Ub/S27a-Pro- 
motors in CHO-Zellen 

Stabile Transfektanten wurden wie folgt hergestellt. Am Vortag der Transfektion 
wurden 200.000 Zellen pro 20-cm 2 -Schale ausgesat. Die Zellen wurden mit 10 ng Plasmid- 
DNA (CAT-Reporterkonstrukte) und 500 ng des Plasmides pSV2pac (Vara et aL, 1986) 
unter Verwendung einer modifizierten Calciumphosphat-Prazipitationsmethode transfiziert 
(Chen & Okayama, 1987). Das Plasmid pSV2pac tragt das fur die Puromycin-N- Acetyl- 
transferase (pac) kodierende Gen und vermittelt somit Resistenz gegen das die Proteinbio- 
synthese hemmende Antibiotikum. Uberschussiges DNA-Prazipitat wurde nach 4stundiger 
Inkubation bei 37°C und 5% C0 2 durch Waschen mit PBS entfernt. Nach 24 weiteren 
Stunden wurde mit der Selektion der Transfektanten durch Zugabe von 10 ng/ml Puromy- 
cin gestartet. Alle zwei bis drei Tage erfolgte ein Mediumwechsel mit Puromycin-haltigem 
Medium. LJber Verdunnungsklonierung der selektionierten Transfektanten wurden Einzel- 
zellklone gewonnen. 
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Abb. 10-12 zeigen CAT-Expressionsraten verschiedener Klone stabiler Transfektan- 
ten relativ zu pCMVtkCAT c!.6 (Klon 6, der pCMVtkCAT-transfizierte Zellklon mit der 
hochsten CAT-Aktivitat). 



Literatur 

Adams, S.M, Sharp, M.G., Walker, R.A., Brammar, WJ. & Varley, J.M. (1992) 
to Differential expression of translation-associated genes in benign and malignant human breast 
tumours 

Br. J.Cancer 65, 65 -71 

Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Smith, J.A., Seidman, J.G. & 
is Struhl, K. (1987) 

Current protocols in molecular biology 

Greene Publishing Associates and Wiley-Interscience 

Baker, R T. & Board, P.G. (1991) 
20 The human ubiquitin-52 amino acid fusion protein gene shares several structural features 
with mammalian ribosomal protein genes 
Nucleic Acids Research 19, 1035 - 1040 

Boshart, M, Kluppel, M, Schmidt, A. , Schutz, G. & Luckow, B. (1992) 
25 Reporter constructs with low background activity utilizing the cat gene 
Gene 110, 129-130 

Breathnach, R. & Chambon, P. (1981) 

Organization and expression of eukaryotic split genes coding for proteins 
30 Ann.Rev.Biochem. 50, 349 - 383 

Chen, C. & Okayama, H. (1987) 

High-efficiency transformation of mammalian cells by plasmid DNA 
J. Mol. Cell. Biol. 7, 2745 - 2752 

ss 

Ciechanover, A. (1994) 

The ubiquitin-proteasome proteolytic pathway 

Cell 79, 13-21 



WO 97/15664 



PCI7EP96/0463I 



23 

Dynan, W.S. & Tjian, R. (1983) 

The promoter-specific transcription factor Spl binds to upstream sequences in the SV40 
early promoter 
5 Cell 35, 79 - 87 

Faisst, S. & Meyer, S. (1992) 

Compilation of vertebrate-encoded transcription factors 
Nucleic Acids Research 20, 3 - 26 

JO 

Finley, D., Bartel, B. & Varshavsky, A. (1989) 

The tails of ubiquitin precursors are ribosomal proteins whose fusion to ubiquitin facilitates 
ribosome biogenesis 
Nature 333, 394-401 

15 

Fornace, A.J., Alama, I., Hollander, M.C & Lamoreaux, E. (1989) 
Ubiquitin mRNA is a major stress-induced transcript in mammalian cells 
Nucleic Acids Research 17, 1215 - 1230 

20 Huxley, C. & Fried, M. ( 1 990) 

The mouse rpL7a gene is typical of other ribosomal protein genes in it's 5' region but dif- 
fers in being located in a tight cluster of CpG-rich islands 
Nucleic Acids Research 18, 5353 - 5357 

25 Jentsch, S., Seufert, W. & Hauser, H.-P. (1991) 
Genetic analysis of the ubiquitin system 
Biochimica et Biophysica Acta 1089, 127 - 139 

Kaufman R. J. (1987) 
30 High level production of proteins in mammalian cells 

In: Genetic Engineering: Principles and methods (Hrsg. J K Setlow), Bd. 9, S. 155 
Plenum Publishing, New York 

Luckow, B., Schutz, G. (1987) 
35 CAT constructions with multiple unique restriction sites for the functional analysis of 
eucaryotic promoters and regulatory elements 
Nucleic Acids Res. 15, 5490 



WO 97/15664 



PCT/EP96/04631 



24 

Luo, X. & Kim, K.-H. (1990) 

An enhancer element in the house-keeping promoter for acetyl-CoA carboxylase gene 
Nucleic Acids Research 18, 3249 - 3254 

s Meyer, J., Nick, S., Stamminger, T , Grummt, F., Jahn, G. & Lipps, H.J (1993) 

Inhibition of HIV- 1 replication by a high-copy-number vector expressing antisense RNA for 
reverse transcriptase 
Gene 129, 263 - 268 

jo Nicolaides, N.C. & Stoeckert, C.J. (1990) 

A simple, efficient method for the separate isolation of RNA and DNA from the same cells 
BioTechniques 8, 154 - 155 

Norton, P. A. & Coffin, J.M (1985) 
15 Bacterial p-galactosidase as a marker of Rous Sarcoma virus gene expression and replica- 
tion 

Mol. Cell. Biol. 5, 281 -290 

Redman, K.L. & Rechsteiner, M. (1989) 
20 Identification of the long ubiquitin extension as ribosomal protein S27a 
Nature 338, 438 -440 

Sambrook, J., Fritsch, E.F. & Maniatis, T. (1989) 
Molecular cloning: A Laboratory Manual 
25 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY 

Schlesinger, M.J. & Bond, U. (1987) 
Ubiquitin genes 

Oxf. Survey Euk. Genes 4, 77 - 91 

so 

Shimbara, N., Sato, C, Takashina, M., Tanaka, T., Tanaka, K. & Ichihara, A. (1993) 
Down-regulation of ubiquitin gene expression during differentiation of human leukemia cells 
FEBS Letters 322, 235 - 239 

35 Sleigh, M.J. (1986) 

A nonchromatographic assay for expression of the chloramphenicol acetyl transferase gene 

in eukaryotic cells 

Anal. Biochem. 156, 252 - 256 



WO 97/15664 



PCT/EP96/04631 



25 

Urlaub, G. & Chasin, L A. (1980) 

Isolation of Chinese hamster cell mutants deficient in dihydrofolate reductase activity 
Proc. Natl Acad. Sci. USA 77, 4216 - 4220 

Tsonis, P.A., Manes, T\, Millan, J.L. & Goetinck, P.F. (1988) 

CAT constructs with convenient sites for cloning and generating deletions 

Nucleic Acids Research 16, 7745 

Vara, J. A., Portela, A, Ortin, J. & Jimenez, A. (1986) 

Expression in mammalian cells of a gene from Streptomyces alboniger conferring puromycin 
resistance 

Nucleic Acids Research 14, 4617 - 4624 

Wegner, M., Zastrow, G., Klavinius, A, Schwender, S., Muller, F., Luksza, H., Hoppe, J., 
Wienberg , J. & Grummt, F. (1989) 

Cis-acting sequences from mouse rDNA promote plasmid DNA amplification and persi- 
stence in mouse cells: implication of HMG-I in their function 
Nucleic Acids Research 17, 9909 - 9932 

Wiborg, O., Pedersen, M.S., Wind, A., Berglund, L.E., Marcker, K.A & Vuust, J. (1985) 
The human ubiquitin multigene family: some genes contain multiple directly repeated ubi- 
qutin coding sequences 
EMBO J. 4, 755 - 759 

Wong, J.M., Mafune, K., Yow, H., Rivers, E.N., Ravikumar, T.S., Steele, G.D. & Chen, 
L B (1993) 

Ubiquitin-ribosomal protein S27a gene overexpressed in human colorectal carcinoma is an 
early growth response gene 
Cancer Research 53, 1 9 1 6 - 1 920 



WO 97/15664 



PCT/EP96/04631 



26 

SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Ingelheim International GmbH 

(B) STRASSE: Binger Str . 

(C) ORT: Ingelheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 55216 

(G) TELEFON: 06132-772770 

(H) TELEFAX: 06132-774377 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Starker homologer Promotor aus 
Hamster 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

<iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

<D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 508 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: be ides 

(D) TOPOLOGIE: beides 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA zu mRNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TGGAACCGCC GCCAAGATGC AGATTTTCGT GAAGACCCTT ACGGGGAAAA CGATCACGCT 60 
CGAGGTTGAA CCCTCGGACA CTATAGAAAA TGTAAAGGCC AAGATCCAGG ATAAGGAAGG 120 
AATTCCTCCT GACCAGCAGA GGCTGATCTT TGCTGGTAAG CAACTGGAAG ATGGCCGTAC 180 
TTTGTCTGAC T AC AAC AT CC AAAAGGAGTC CACCCTTCAT CTTGTGTTGA GACTTCGTGG 2 40 
TGGTGCTAAG AAGAGGAAGA AGAAGTCCTA CACCACTCCC AAGAAGAATA AGCATAAGAG 300 
AAAGAAGGTT AAGTTGGCTG TGCTGAAGTA CTATAAGGTG GAT GAAAATG GCAAAATTAG 360 
TCGCCTTCGT CGAGAGTGTC CATCTGATGA GTGTGGTGCT GGAGTTTTCA TGGCTAGCCA 420 
TTTTGACAGA CATTACTGTG GCAAGTGTTG TCTGACTTAC TGCTTCAACA AACCAGAAGA 480 
CAAGTAGTTG TGTATGAATA AATAAAAA 508 
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(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 487 Basenpaare 

(B) ART: Nucleqtid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: beides 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
TGGAGCCGCA ACCAAAATGC AGATTTTCGT GAAAACCCTT ACGGGGAAGA CCATCACCCT 60 
CGAGGTTGAA CCCTCGGATA CGATAGAAAA TGTAAAGGCC AAGATCCAGG ATAAGGAAGG 120 
AATTCCTCCT GATCAGCAGA GACTGATCTT TGCTGGCAAG CAGCTAGAAG ATGGACGTAC 180 
TTTGTCTGAC TACAATATTC AAAAGGAGTC TACTCTTCAT CTTGTGTTGA GACTTCGTGG 240 
TGGTGCTAAG AAAAGGAAGA AGAAGTCTTA CACCACTCCC AAGAAGAATA AGCACAAGAG 300 
AAAGAAGGTT AAGCTGGCTG TCCTGAAATA TTATAAGGTG GATGAGAATG GCAAAATTAG 3 60 
TCGCCTTCGT CGAGAGTGCC CTTCTGATGA ATGTGGTGCT GGGGTGTTTA TGGCAAGTCA 420 
CTTTGACAGA CATTATTGTG GCAAATGTTG TCTGACTTAC TGTTTCAACA AACCAGAAGA 4 80 

487 

CAAGTAA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 156 Aminosauren 

( B ) ART : Aminosaur e 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS : Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 

Met Gin lie Phe Val Lys Thr Leu 
1 5 

Val Glu Pro Ser Asp Thr lie Glu 
20 

Lys Glu Gly He Pro Pro Asp Gin 



NO : 3 : 

Thr Gly Lys Thr He Thr Leu Glu 
10 " 15 

Asn Val Lys Ala Lys He Gin Asp 
25 " 30 

Gin Arg Leu He Phe Ala Gly Lys 
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Gin Leu Glu Asp 
50 

Ser Thr Leu His 
65 

Lys Lys Lys Ser 



Lys Val Lys Leu 
100 

Lys lie Ser Arg 
115 

Gly Val Phe Met 
130 

Cys Leu Thr Tyr 
145 



28 

40 

Gly Arg Thr Leu 
55 

Leu Val Leu Arg 
70 

Tyr Thr Thr Pro 
85 

Ala Val Leu Lys 



Leu Arg Arg Glu 
120 

Ala Ser His Phe 
135 



Cys Phe Asn Lys 
15 0 



Ser Asp Tyr Asn 
60 

Leu Arg Gly Gly 
75 



Lys Lys Asn Lys 
90 



Tyr Tyr Lys Val 
105 



Cys Pro Ser Asp 



Asp Arg His Tyr 
140 

Pro Glu Asp Lys 
155 



45 

lie Gin Lys Glu 



Ala Lys Lys Arg 
80 

His Lys Arg Lys 
95 

Asp Glu Asn Gly 
110 

Glu Cys Gly Ala 
125 

Cys Gly Lys Cys 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 15 6 Aminos„uren 

(B) ART: Aminos „ure 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Gin lie Phe Val Lys Thr Leu Thr Gly Lys Thr lie Thr Leu Glu 

1 5 10 15 

Val Glu Pro Ser Asp Thr lie Glu Asn Val Lys Ala Lys lie Gin Asp 
20 25 30 

Lys Glu Gly lie Pro Pro Asp Gin Gin Arg Leu lie Phe Ala Gly Lys 
35 40 45 

Gin Leu Glu Asp Gly Arg Thr Leu Ser Asp Tyr Asn lie Gin Lys Glu 
50 55 60 

Ser Thr Leu His Leu Val Leu Arg Leu Arg Gly Gly Ala Lys Lys Arg 
65 70 75 " 80 

Lys Lys Lys Ser Tyr Thr Thr Pro Lys Lys Asn Lys His Lys Arg Lys 

85 90 95 

Lys Val Lys Leu Ala Val Leu Lys Tyr Tyr Lys Val Asp Glu Asn Gly 
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100 105 HO 

Lys He Ser Arg Leu Arg Arg Glu Cys Pro Ser Asp Glu Cys Gly Ala 
115 120 125 

Gly Val Phe Met Ala Ser His Phe Asp Arg His Tyr Cys Gly Lys Cys 
130 135 140 

Cys Leu Thr Tyr Cys Phe Asn Lys Pro Glu Asp Lys 
145 150 155 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2529 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GATCTCCAGG ACAGCCATGG CTATTACACA GAGAAACCCT GTCTGGAAAA ACAAAAAATT 60 
AGTGTCCATG TGTAAATGTG TGGAGTATGC TTGTCATGCC ACATACAGAG GTAGAGGGCA 120 
GTTTATGGGA GTCAGTTCCT ATTCTTCCTT TATGGGGGAC CTGGGGACTG AACTCAGGTC 180 
ATCAGGCTTG GCAGAAAGTG CATTAGCTCA CGGAGCCTTA TCATTGGCGA AAGCTCTCTC 240 
AAGTAGAAAA TCAATGTGTT TGCTCATAGT GCAATCATTA TGTTTCGAGA GGGGAAGGGT 300 
ACAATCGTTG GGGCATGTGT GGTCACATCT GAATAGCAGT AGCTCCCTAG GAGAATTCCA 360 
AGTTCTTTGG TGGTGTATCA ATGCCCTTAA AGGGGTCAAC AACTTTTTTT CCCTCTGACA 420 
AAACTATCTT CTTATGTCCT TGTCCCTCAT ATTTGAAGTA TTTTATTCTT TGCAGTGTTG 4 80 
AATATCAATT CTAGCACCTC AGACATGTTA GGTAAGTACC CTACAACTCA GGTTAACTAA 54 0 
TTTAATTTAA CTAATTTAAC CCCAACACTT TTTCTTTGTT TATCCACATT TGTGGAGTGT 600 
GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTGC 660 
CGCGCGCGCT CGGATCATTC TACCTTTTGT TTAAAAAATG TTAGTCCAGG GGTGGGGTGC 720 
ACTGTGAAAG TCTGAGGGTA ACTTGCTGGG GTCAGTTCTT TCCACTATAG GACAGAACTC 780 
CAGGTGTCAA CTCTTTACTG ACAGAACCAT CCAAATAGCC CTATCTAATT TTAGTTTTTT 840 
ATTTATTTAT TTTTTGTTTT TCGAGACAGG GTTTCTCTGT GGCTTTGGAG GCTGTCCTGG 900 
AACTAGCTCT TGTAGACCAG GCTGGTCTCG AACTCAGAGA TCCACCTGCC TCTGCCTCCT 960 
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GAGTGCTGGG ATTAAAGGCA TGCGCCACCA 
TTGTGTGTCA CAAGGGTGTC ATGTCGCCCT 
AAAAACTTCA CTGAAGCTGA AGCACGATGA 
AGGGAGTCTC CTGTCAAACA GAATCTCAAC 
ACAACACAGG TTTTTGCATA TCAGGCATTT 
TATTTTGGAG GCAGCAGAGC TAATAGATTA 
GGAAGATAAG CATCTTCTTT ATATAAAACA 
TTAGGGATGG AAGAAAAGAC ATTTAGAGGG 
TGGAGGACTG GGAGAGGGCG CAACCGCTTT 
CAGCACATGT TCCTATTTTT CCCAGGATGG 
GACTACAGTC ATTTTGCAGG TTTCCTTACT 
ATTAACCGTT TCACGCTGGG AGGGCACGTG 
AGGAGGGGGC TACACGGAAG AGGCCACACC 
GCTGGCTGAG ACGCCCCAGC AGGCTCCTCG 
CCCATAACCC TTCCCTTCTA GGCATTTCCG 
GCCCCATCCC CCGGTCCTCA CCTGAATCTC 
AACCAGATAG CCCGGATGTG TGGAACTGCA 
AGCGACGAAA AACTACAATT CCCAGACAGA 
AGCCCCCTTT AAAGGAAAGC CCCTCTTAGT 
ACATTTTAAT GTTGGGCACA CCGTTTCGAG 
GAGCGCCCGA GCTAGTCTGG CACTGCGTTA 
CTTGCGTGGA CGCCAAGGGG CGGGTCTTTC 
CTTCCTTTCC GATCCGCCAT CCGTGGTGAG 
GGCTTCCCGC GTCGCTCTCA CCCTGGTCGG 
GTGGAACCGC CGCCAAGATG CAGATTTTCG 
TCGAGGTACG AACCAGGTGG CGTGAGAAGC 
TTAAAGCTT 
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30 

ACGCTTGGCT CTACCTAATT TTAAAAGAGA 1020 
GCAACCACCC CCCCCCCAAA AAAAAAAAAA 1080 
TTTGGTTACT CTGGCTGGCC AATGAGCTCT 1140 
AGGCGCAGCA GTCTTTTTTA AAGTGGGGTT 1200 
TATCTAAGCT ATTTCCCAGC CAAAAATGTG 1260 
AAATGAGGGA AGAGCCCACA CAGGTTATTA 1320 
AAACCAAACC AAACTGGAGG AGGTCTACCT 1380 
TGCAATAGAA AGGGCACTGA GTTTGTGAGG 14 40 
AACTGTCCTG TTTTGCCTAT TTTTTGGGGA 1500 
GCAATCTCCA CGTCCAAACT TGCGGTCGAG 1560 
GTATGGCTTT TAAAACGTGC AAAGGTGACC 1620 
CGGCTCAGAT GCTTCCTCTG ACTGAGGGCC 1680 
CGCACTTGGG AAGACTCGAT TTGGGCTTCA 174 0 
GCTACACCTT CAGCCCCGAA TGCCTTCCGG 1800 
GCGAGGACCC ACCCTCGCGC CAAACATTCG 18 60 
TAACTCTGGA CTCCAGAGTT TAGAGACTAT 1920 
TCTTGGGACG AGTAGTTTTA GCAAAAAGAA 1980 
CTTGTGTTAC CTCTCTTCTC ATGCTAAACA 2040 
CGCATCGACT GTGTAAGAAA GGCGTTTGAA 2100 
GACCGAAATG AGAAAGAGCA TAGGGAAACG 2160 
GACAGCCGCG GTCGTTGCAG CGGGCAGGCA 2220 
GGCCGGGAAG CCCCGTTGGT CCGCGCGGCT 2280 
TGTGTGCTGC GGGCTGCCGC TCCGGCTTGG 2340 
CGGCTCTAAT CCGTCTCTTT TCGAATGTAG 24 00 
TGAAGACCCT TACGGGGAAA ACGATCACGC 24 60 
GAAGGCCTGC CAGAGGCCCT CTATGCTCGC 2520 

2529 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 
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( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 117 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: Genom-DNA 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
AG G AC C G AAA TGAGAAAGAG CATAGGGAAA CGGAGCGCCC GAGCTAGTCT GGCACTGCGT 60 
TAGACAGCCG CGGTCGTTGC AGCGGGCAGG CACTTGCGTG GACGCCAAGG GGCGGGT 117 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) ST RANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GTGGTGTAGG ACTTCTTCTT C 21 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Sonstige Nucleins„ure 
(A) BESCHREIBUNG: /desc « "primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
CTCGAGCGTG ATCGTTTTCC 



20 
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Patentanspruche 

1. Nukleinsauremolekul, das Promotorsequenzen und/oder andere regulatorische Se- 
quenzen des Ubiquitin-S27a-Gens enthalt. 

2. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei die Promotorsequenzen und/oder 
anderen regulatorischen Sequenzen aus dem Ubiquitin-S27a-Gen des Hamsters abgeleitet 
sind. 

3. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die Promotorse- 
quenzen und/oder anderen regulatorischen Sequenzen in der Sequenz gemafl Abb. 5 enthal- 
ten sind. 

4. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 3, wobei die Promotorsequenzen in der Se- 
quenz enthalten sind, die den Positionen -161 bis -45 gemafl Abb. 5 entspricht. 

5. Nukleinsauremolekul, das eine Promotorsequenz enthalt, die aus der Sequenz ge- 
maB Abb. 5 durch Substitution, Insertion oder Deletion von einer, zwei, drei oder mehr Ba- 
sen ableitbar ist, ohne daB durch diese Substitution, Insertion oder Deletion die Promotor- 
aktivitat deutlich erniedrigt wird. 

6. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB es einen oder mehrere Enhancer enthalt, der/die mit der Promotorsequenz ftinktionell 
verkniipft ist/sind. 

7. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB es regulatorische Sequenzen enthalt, uber die die Transkriptionsaktivitat der Promotor- 
sequenz reguliert werden kann. 

8. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Promotorsequenzen und/oder regulatorischen Sequenzen mit einem Gen funktionell 
verknupft sind. 

9. Nukleinsauremolekul nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen fur 
Gewebeplasminogenaktivator, 5ecowrf-gewera//o/?-Gewebeplasminogenaktivator, Interferon, 
Tumornekrosefaktor, Erythropoietin, Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor, Man- 
gan-Superoxiddismutase, eine Immunglobulinkette, die variable Region einer Immunglobu- 
linkette, eine humaniserte Immunglobulinkette, die variable Region einer humanisierten 
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Immunglobulinkette, einen single-chain-Antikorper und/oder einen Antikdrper, der fur vari- 
antes CD44 spezifisch ist, kodiert. 

10. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB es ein Expressionsvektor- ist. 

11. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Promoter durch Rekombination in das Genom von eukaryontischen Wirtszel- 
len, vorzugsweise Hamsterzellen, besonders bevorzugt CHO-Zellen, integriert werden kann. 

12. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeich- 
net, daB es eine amplifikationsfbrdernde Sequenz enthalt. 

13. Wirtszelle, in die ein Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 1 bis 12 
eingefuhrt wurde. 

14. Wirtszelle, in die ein Nukleinsauremolekul eingefuhrt wurde, das das Gen fur ein 
heterologes Genprodukt in Verknupfling mit dem Promotor des Hamster-Ub/S27a-Gens 
enthalt. 

15. Verfahren zur Herstellung eines heterologen Genprodukts in einer eukaryonti- 
schen Wirtszelle, vorzugsweise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Nukleinsauremolekul gemaB einem der Anspriiche 1 bis 1 1 
in die eukaryontische Wirtszelle eingefuhrt wird, die Wirtszelle kultiviert und das 
synthetisierte Genprodukt isoliert wird. 

16. Verfahren zur Herstellung eines heterologen Genprodukts in einer eukaryonti- 
schen Wirtszelle, vorzugsweise einer Hamsterzelle, besonders bevorzugt einer CHO-Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, daB das heterologe Genprodukt unter der Kontrolle von Promo- 
torsequenzen und/oder regulatorischen Sequenzen des Ubiquitin-S27a-Gens exprimiert 
wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorsequen- 
zen und/ oder regulatorischen Sequenzen in der Abb. 5 enthalten sind. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Promotorse- 
quenzen in der Sequenz enthalten sind, die den Positionen -161 bis -45 gemaB Abb. 5 ent- 
spricht. 
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19. Verfahren nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB das 
heterologe Gen fiir Gewebeplasminogenaktivator, second-generation-Gev/ebeplasnunogen- 
aktivator, Interferon, Tumornekrosefaktor, Erythropoietin, Granulozyten-Kolonie-stimulie- 
renden Faktor, Mangan-Supcroxiddismutase, eine Immunglobulinkette, die variable Region 
einer Immunglobulinkette, eine humaniserte Immunglobulinkette, die variable Region einer 
humanisierten Immunglobulinkette, einen single-chain-Antikdrper und/oder einen Antikor- 
per, der fiir variantes CD44 spezifisch ist, kodiert. 

20. Starker homologer Promoter des Hamsters. 

21. Promotor nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Transkrip- 
tionsaktivitat aufweist, die groBer ist als diejenige des Thymidinkinasepromotors aus Herpes 
simplex. 

22. Promotor nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB er eine Transkrip- 
tionsaktivitat aufweist, die mindestens in der gleichen GroBenordnung liegt wie diejenige 
des SV40-Promotors. 

23. Promotor nach einem der Anspriiche 20 bis 22, dadurch gekennzeichnet, daB er 
mindestens eines der Merkmale: GC-reicher Sequenzbereich, Spl-Bindungsstelle, Polypy- 
rimidinelement, Abwesenheit einer CAAT-Box, Abwesenheit einer TATA-Box aufweist. 

24. Promotor nach einem der Anspoiche 20 bis 23, dadurch gekennzeichnet daB er 
eine Spl-Bindungsstelle, aber keine TATA-Box aufweist. 

25. Promotor nach einem der Anspriiche 21 bis 24, dadurch gekennzefchnet daB der 
in der Sequenz gemaB Abb. 5 enthalten ist. 

26. Promotor nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet daB er in der Sequenz ent- 
halten ist, die den Positionen -161 bis -45 gemaB Abb. 5 entspricht. 

27. Verfahren zur Expression eines heterologen Genprodukts in Hamsterzellen, vor- 
zugsweise CHO-Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB das Genprodukt unter der Kontrolle 
eines Promotors gemaB einem der Anspriiche 21 bis 26 exprimiert wird. 

28. Verwendung eines Promotors nach einem der vorangegangenen Anspriiche zur 
Herstellung eines heterologen Genprodukts in Hamsterzellen, vorzugsweise CHO-Zellen. 
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29. Ub/S27a-Gen aus Hamster. 

30. Ub/S27a-Gen nach Anspruch 29 mit der Sequenz gemaB Abb. 1 oder einer Se- 
quenz, die unter stringenten Bedingungen mit einem Nukleinsauremolekul mit der Sequenz 
gemaB Abb. 1 hybridisiert. 
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Mensch TGGAGCCGCAACCAAAATGCAGATTTTCGTGAAAAC CCTTACGGGG AAGAC CATCACC CT 82 

CHO TGGAACCGCCGCCAAGATGCAGATTTTCGTGAAGACCCTTACGGGGAAAACGATCACGCT 6 0 

Men S C h CGAGGTTGAACCCTCGGATACGATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGGATAAGGAAGG 142 

CHO CGAGGTTGAACCCTCGGACACTATAGAAAATGTAAAGGCCAAGATCCAGG ATAAGGAAGG 120 

Men S C h AATTCCTCCTGATCAGCAGAGACTGATCTTTGCTGGCAAGCAGCTAGAAGATGGACGTAC 202 

CHO AATTCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGTAAGCAACTGGAAGATGGCCGTAC 18 0 

Men S C h TTTGTCTGACTAC^TATTCAAAAGGAGTCTACTCTTCATCTTGTGTTGAGACTTCGTGG 262 

CHO TTTGTC PGACTACAACATCCAAAAGG AGTCC ACCCTTC ATCTTGTGTTGAGACITCGTGG 24 0 

Mensch TGGTGCTAAGAAAAGGAAGAAGAAGTCTTACACCACTCCCAAGAAGAATAAGCACAAGAG 322 

CHO TGGTGCTAAGAAGAGGAAGAAGAAGTCCTACACCACTCCCAAGAAGAATAAGCATAAGAG 3 00 

Mens Ch AAAGAAGGTTAAGOTGGCTGTCCTGAAATATTATAAGGTGGATGAGAATGGCAAAATTAG 382 

CHO AAAGAAGGTTAAGTTGGCTGTG CTGAAGTACTATAAGGTGGATG AAAATGG CAAAATTAG 36 0 

Mensch TCGCCTTCGTCGAGAGTGCCCTTCTGATGAATGTGGTGCTGGGGTGTTTATGGCAAGTCA 44 2 

CHO TCGCCTTCGTCGAGAGTGTCCATCTGATGAGTGTGGTGCTGGAGTTTTCATGGCTAGCCA 4 2 0 

Mensch CTTTGACAGACATTATTGTGGCAAATGTTGTCTGACTT^^ 502 

CHO TTTTGACAGACATTACTGTGGCAAGTGTTGTCTGACTTACTG CTTCAA CAGAAG A 4 80 

Mensch CAAGTAA 509 

CHO CAAGTAGTTGTGTATGAATAAATAAAAA 508 

92.2% Homologie 

Poiy A Signal : : : Startkodon Scoppkodon 



Abb. i 
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Mensch MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG 35 
*********************************** 



CHO 



MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEG 35 



Mensch IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 7 0 
*********************************** 



CHO 



I PPDQQRLI FAGKQLEDGRTLSDYNI QKESTLHLV 7 0 



Mensch LRLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLKY 105 
*********************************** 

CHO LRLRGGAKKRKKKSYTTPKKNKHKRKKVKLAVLKY 105 



Mensch YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY 140 
*********************************** 

CHO YKVDENGKISRLRRECPSDECGAGVFMASHFDRHY 140 



Mensch CGKCCLTYCFNKPEDK 
**************** 

CHO CGKCCLTYCFNKPEDK 



156 
156 



100% Homologie 
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Abb. 3 
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Abb. 4 
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GATCTCCAGGACAGCCATGGCTATTACACAGAGAAA^ 

ACAAAAAATTAGTCTCCATGTGTAAATGTGTGGAGTATGCT^ 

ACATACAGAGGTAGAGGGCAGTTrTATGGGAGTCAGTTCCTATT 

TATCGGGGACCTCGGGACTCAACra 
CAITAGCTCACGGAGCCTTATCATI^CGAAAGCTCTCT 

TCAATCTGTTTGCTCATAGTGCAATCATTATC 

ACAATCGTTGGGGCATGTGTGGTCACATCTG 

GAGSATKCAAGrrCTTTGGTGGTGTATC^ 

- -~ Hindi 
EcoRI 

AACTTTTTTrCCCTCTX^CAAAACT^ 

ATITCAAGTATTTTATTCTTTGCAGTGTTC 

AGACATGTTAGGTAAGTACCCTACAACTCA 

Hindi 

CTAAT^AACCCC^CACTTTTTCTTTC 
GTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTC 
GTGTGTGTGCCGCGCXXX3CTCGGATCATTCTACCTT7TTC 
TTAGTCCAGGGGTGGGGTGCACTGTGAAAGTCTGAGGGTAAC^ 

| " > 1612 bp 

GTCAGTTCTTTCCACTATAGGACAGA ACTCCAGGTGIC&&CTCTTTACTG 

Hindi 

ACAGAACCATCCAAATAGCCCTATCTAATT^AGTTim 
TTTTTGTT ¥ TTrCGAGACAGGGTTTCTCTC 

AACTAGCTCTTGTAGACCAGG CTGGTCTCGAACTCAGAGATCCACCTG CC 

TCTCCCTCCTGAGTGCTGGGATTAAAGGCATGCGCCACCAACGCTTTC CT 

CTACCTAATrTTAAAAGAGATTGTGTGTCACAAGGGTGTCATGTOGCCCT 

GCAACCACCCCCCCCCCAAAAAAAAAAAAAAAAAAC1TCACTGAAGCTGA 

AGCACGATGATTTGGTTACTCTGGCTGGCCAATGAGCTCT 

CTGTCAAACAG AATCTCAACAGG CGCAG CAGTCTTTTTTAAAGTGGGGTT 

ACAACACAGGTITTTGCATATCAGGCATTITATCT 

C AAAAATGTGTATTTTGGAGG CAGCAGAGCTAATAGAITAAAATG AGGGA 
AGAGCCCAC^CAGGTTATTAGGAAGATAAGCATCTTCTTTATATAAAACA 
AAACCAA ACCAAACTGGAGGAGGTCTACCTTTAGGGATGGAAGAAAAGAC 
ATTTAGAGGGTGCAATAGAAAGGGCACTGAGTITGTGAGG1X3GAGGACTC 
GG AG AGG G CG CAAC CG CTTT AACTGT C CTGTTTTG C CTATTTTTTGGGG A 



2240 
2190 
2140 
2090 
2040 
1990 
1940 
1890 

1840 
1790 
1740 

1690 
1640 
1590 
1540 

1490 

1440 

1390 

1340 
1290 
1240 
1190 
• 1140 

- 1090 

- 1040 

- 990 
940 
890 
840 
790 
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CAGCACATGTlCCTATriTTrCCCAGGATGGGCAATCTCCACGTCCAAACT 

| " > 806 bp 



♦ 1 



-85 

GTCGCTCTCACCCTGGTCGGCGGCTCT + 111 



M tt n M ii ii «■ •■ " « " *• M 11 M M M 



GT^AACCGCCGCCAAGATCCAGATTTTCGTGAAGACCCTTACGGGGAAA 

MQIFVKTLTGK 

ACGATCACGCTCGAGgtacgaaccaggtggcgtgagaagcgaaggcctgc 
TITLE 

cagaggccccccatgctcgcttaasoctt 

Hindi II . 

dbh. SO 



740 



690 
64 0 
59 0 



TGCGGTCGAGGACTACAGTCATTTTGCAGGTTTCCTTACTGTATGGCT 
TAAAACGTGCAAAGGTGACCATTAACCGTTTCACGCTGGGAGGGCACGTG 
CGGCTCAGATGCTTCCTCTGACTGAGGGCCAGGAGGGGGCTACACGGAAG 
AGG CCACACCCGCACTTGGGAAGACTCGATTTGGGCT^ - 54 0 

ACGCCCCAGCAGGCTCCTCGGCTACACCTTCAGC^^ - 490 

CCCATAACCCTTCCCTTCTAGGCATTTCCGGCGAGGACCCACCCTCGCGC - 440 

CAAACATTCGGCCCCATCCCCOMTCCTCACCTGAATCTCTAACTCTGGA 

| " > 4B3 bp 

CTCCAGAGTTTAGAGACTATAACCAGATAGCCCGGATGTGTGGAACTGCA 
TCITGGGACGAGTAGTTTTAGCAAAAAGAAAGCGACGAAAAACTACAATT 
CCCAGACAGACTTGTGTTACCTCTCTTCTCATGCTAAACAAGCCCCCTTT 
AAAGGAAAGCCCCTCTTAGTCGCATCGACTGTGTAAGAAAGGCGTITGAA 

| " > 272 bp 

ACATTTTAATGTTGGGCACACCGTTTCGAGGACCGAAATGAGAAAGAGCA 
TAGGGAAACGGAGCGCCCGAGCTAGTCTGGCACTGCGTTAGACAGCO^G 90 

| * > 156 bp 

QTCGTTGCAGCGGGCAGGCACTTGCGTGGATO ' 4 ° 



390 

340 
290 
240 
19 0 

14 0 



11 
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1. | X I Anspruche Nr. 

weil Sic sich auf Gegenstande beziehen, zu dcren Recherche die Behbrde nichi verpflichlct ist, namlich 

Bemerkung: Obwohl der(dle) Anspruch(uche) 28 

sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl 1chen/t1er1 schen 
Kwrpers bezleht(en), wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich 
auf die angefuhrte Wlrkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 

2. | J Anspruche Nr. 

weil sie itch auf Teile der alternation aien Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebencn Anfordcrungen so wenig entsprechen. 
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I. | 1 Da der Anmetder alle erforder lichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeiug entrtchtet hat, crstreckt sich dicser 
inter nalionale Recherchenbericht auf alle recherchierbarcn Anspruche der internalionalen Anmeldung. 

I I Da ^ ur **** recherchierbarcn Anspruche die Recherche ohne etnen Arbeits&ufwand durchgefuhrt werden konnie, der eine 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtferugt hatte, hat die Internationale Recherchen behbrde nicht zur Zahlung einer sotchen 
Gcbuhr aufgeforderL 

3. | | Da der Anmelder nur einige der erf or der lichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeiug en inch let hat, erstreckt sich dieser 
inter nauonale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internauonaien Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtei worden 
sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



1 1 Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeilig entrichteL Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankl sich daher auf die in den Anspr lichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faflt: 



BemeHcunpen htnsichtlicb etnes Widcrspnichs | | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Wider spr uch gezahlL 

[ | Die Zahlung zusalzbcher Gebuhren crfolgte ohne Wider spr uch. 
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